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RESUMEN

Esta tesis doctoral abordd la problematica del estudio de la composicién
de sustratos para la produccion especializada de cultivos de alto valor econémico
y farmacolégico en cultivo sin suelo. Para ello, se estudid el desarrollo fisioldgico
y nutricional en relacién a la calidad. La investigacion se centré especificamente
en dos especies de gran importancia: el arandano (Vaccinium corymbosum L.),
ampliamente valorado por sus propiedades nutracéuticas, y el cannabis
(Cannabis sativa L.), una planta de creciente interés para aplicaciones
medicinales y terapéuticas. Ambos cultivos se estudiaron bajo condiciones
ambientales controladas y en el caso del arandano, también, bajo enriquecimiento

con dioxido de carbono (CO2).

El estudio tuvo como objetivo principal determinar como diferentes
composiciones de sustrato afectan el crecimiento, la fisiologia, la absorcion de
nutrientes y la calidad. Se utilizaron combinaciones de fibra de coco, turba, perlita
y chips de madera para evaluar su impacto sobre variables clave como la tasa de
crecimiento relativo, la conductancia estomaética, la densidad estomatica, la
eficiencia en el uso del agua (WUE) y la eficiencia en el uso del nitrégeno (NUE),

entre otros indicadores.

En el caso del cannabis, la investigacion reveld que los sustratos con
mezclas como fibra de coco con turba (70/30) o fibra de coco con turba y perlita
(60/30/10) fueron los mas eficiente en promover el crecimiento vegetativo y la
produccion de biomasa total. Ademas, Las plantas cultivadas en estas mezclas
presentaron una arquitectura mas robusta, un sistema radicular méas desarrollado
y una absorcion balanceada de elementos minerales como calcio, magnesio y
hierro, favoreciendo la produccién de metabolitos secundarios y mayor

acumulacién de biomasa.

En el caso del arandano, bajo condiciones de temperatura reguladas por un
sistema de refrigeracion que mantenia temperaturas de 25°C y 20°C (dia/noche)
y humedad, que se mantuvo estable entre el 60% y el 70%, se evidenci6 que el
sustrato compuesto por fibra de coco (100%) fue el méas favorable para el cultivo

5



de arandano. Este sustrato, no solo promovid un mayor crecimiento en altura y
una tasa de crecimiento mas rapida, sino que también facilité la absorcion de
nutrientes esenciales, tales como nitrogeno, hierro, manganeso y zinc. Estas
caracteristicas fisioldgicas y nutricionales reflejaron un entorno radicular éptimo
para el desarrollo de la planta en términos de aireacion, retencion de agua util y

actividad microbiana.

Cuando se sometio el cultivo de ardndano a condiciones de
enriquecimiento con CO-, los resultados indicaron que las combinaciones de
sustrato con perlita (fibra de coco 90% + perlita 10%) y turba (fibra de coco 70%
+ turba 30%) superaron al sustrato de fibra de coco pura en cuanto a eficiencia
fisiolégica. En estos tratamientos se observd una mayor eficiencia en el uso del
agua y del nitrogeno, asi como una respuesta estomatica mas equilibrada. Esto
sugiere que, bajo condiciones de enriquecimiento con CO2, una mayor porosidad
y estructura fisica adecuada en el sustrato facilita el manejo del equilibrio hidrico

y de nutrientes, optimizando la respuesta fotosintética.

Los resultados permiten concluir que la eleccion del sustrato debe
adaptarse a las condiciones ambientales y a los fines especificos del cultivo. Para
el cannabis, la mezcla con turba ofrece una alternativa prometedora para mejorar
la nutricion mineral y el rendimiento vegetal, mientras que, la fibra de coco pura
es ideal en condiciones estandar para maximizar el desarrollo del ardndano, sin
embargo, combinaciones con perlita 0 turba se recomiendan para entornos
enriquecidos con CO: donde se requiere un mayor control sobre la fisiologia de

la planta.

Este trabajo sienta las bases para futuras investigaciones orientadas al
analisis molecular de los mecanismos fisioldgicos implicados en la regulacién
del transporte de agua y nutrientes. Ademas, sugiere que una integracion entre
estrategias de manejo del sustrato, uso eficiente del agua y enriquecimiento con
CO2 podria representar un camino viable hacia una agricultura mas precisa,

productiva y de alta calidad.
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ABSTRACT

This doctoral thesis investigated the challenges associated with optimising
substrate composition for the specialised cultivation of high-value economic and
pharmacological crops under soilless conditions. The study explored
physiological and nutritional development in relation to quality outcomes. It
focused specifically on two species of significant relevance: blueberry
(Vaccinium corymbosum L.), renowned for its nutraceutical properties, and
cannabis (Cannabis sativa L.), a plant of growing interest for medicinal and
therapeutic applications. Both crops were cultivated under controlled
environmental conditions, with blueberry additionally subjected to carbon

dioxide (CO:) supplementation.

The first objective of this study was to determine how varying substrate
compositions influence plant growth, physiological performance, nutrient
uptake, and product quality. Substrate mixtures composed of coconut fiber, peat,
perlite, and wood chips were assessed for their effects on key variables such as
relative growth rate, stomatal conductance, stomatal density, water use efficiency
(WUE), and nitrogen use efficiency (NUE), among other physiological

indicators.

In the case of cannabis, the research demonstrated that substrate mixtures
such as coconut fiber and peat (70/30) or coconut fiber, peat, and perlite
(60/30/10) were the most effective in promoting vegetative growth and total
biomass accumulation. Plants cultivated in these substrates exhibited a more
robust architecture, a well-developed root system, and a balanced uptake of
mineral elements such as calcium, magnesium, and iron, thereby supporting the

synthesis of secondary metabolites and enhancing overall biomass production.

For blueberries, grown under temperature-controlled conditions
maintained at 25°C (day) and 20°C (night), and relative humidity stabilised
between 60% and 70%, the substrate composed of 100% coconut fiber proved to
be the most favourable. This medium not only enhanced plant height and growth
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rate, but also facilitated the uptake of essential nutrients such as nitrogen, iron,
manganese, and zinc. These physiological and nutritional traits indicated an
optimal rhizosphere environment in terms of aeration, available water retention,

and microbial activity.

Under CO: supplemented conditions, the blueberry crop showed improved
physiological efficiency when grown in substrates incorporating either perlite
(coconut fiber 90% + perlite 10%) or peat (coconut fiber 70% + peat 30%),
outperforming the pure coconut fiber medium. These treatments resulted in
increased WUE and NUE, along with a more balanced stomatal response,
suggesting that, under CO: supplementation, greater substrate porosity and
adequate physical structure facilitate the regulation of water and nutrient

dynamics, thereby optimising photosynthetic efficiency.

The findings underscore the importance of adapting substrate selection to
specific environmental conditions and cultivation objectives. For cannabis, peat-
containing mixtures emerge as a promising option for enhancing mineral
nutrition and plant productivity, while for blueberries, pure coconut fiber remains
ideal under standard conditions. However, under CO: supplemented
environments, combinations with perlite or peat are recommended to enable

tighter physiological control.

This research lays the groundwork for future studies focusing on the
molecular analysis of the physiological mechanisms governing water and nutrient
transport. Furthermore, it suggests that an integrated approach combining
substrate management strategies, efficient water use, and CO: supplementation
could pave the way towards a more precise, productive, and high-quality form of

agriculture.
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Introduccion

INTRODUCCION
1.1  CULTIVO SIN SUELO

El término “cultivo sin suelo” comprende cualquier sistema de cultivo que
no utiliza suelo para la produccion y desarrollo vegetal (Baixauli et al., 2002);
inicialmente hacia referencia solo a cultivos en disolucién nutritiva sin un medio
de soporte como el suelo. Sin embargo, actualmente, incluye el cultivo de plantas
con una disolucion nutritiva y que utilizan soporte solido (sustrato) para el anclaje
(Fussy et al., 2022). Asi, estos sistemas de cultivo se clasifican en sistema
hidropdnico (cultivo en agua con nutrientes) y sistema de cultivo en sustrato
(cultivo sobre materiales quimicamente activos, con capacidad de intercambio
catiénico) (Abad et al., 2001).

La hidroponia, derivada de las palabras griegas "hidro" (agua) y "ponos"
(trabajo), es un sistema de cultivo de plantas que prescinde del suelo y emplea
sales minerales de los elementos esenciales para las plantas (Hosseinzadeh et al.,
2017). También conocida como "agricultura de ambiente controlado” (CEA), esta
técnica demanda la gestion precisa de variables ambientales como la luz,
temperatura, humedad, pH del medio, y la disponibilidad de nutrientes minerales
(Pandey, 2015). Dennis R. Hoagland y Daniel 1. Arnon, de la Universidad de
California, crearon diversas formulaciones de disoluciones de nutrientes
minerales, tales como las disoluciones Hoagland y sus variantes modificadas, las
cuales siguen siendo ampliamente utilizadas en la actualidad. Estas disoluciones
fueron fundamentales para establecer los criterios de esencialidad de los

elementos minerales (Marschner, 2012).

Por otro lado, el cultivo con sustrato, es un sistema de cultivo que un
soporte para las raices, tratandose de un “medio solido distinto del suelo in situ,
natural o de sintesis mineral u organico, que, colocado en un contenedor,
permite el anclaje del sistema radicular, desempefiando un papel de soporte para
la planta interviniendo activamente o no en el proceso de nutricion” (Abad et al.,

2005), ademas de aportar el oxigeno necesario para el funcionamiento correcto
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del sistema radicular (Terés, 2001). Se considera uno de los sistemas mas
eficientes a nivel mundial, ya que se utilizan los recursos maximizando el
rendimiento y la produccion de cultivos (Albuja et al., 2021). La mayoria de los
sustratos de cultivos sin suelo son medios porosos y granulares como la perlita o
medios fibrosos como la fibra de coco. Estos actian como reservorios de agua y
minerales, ademas de servir como soporte mecénico para las plantas, pero con
caracteristicas fisicas y quimicas que pueden variar considerablemente. Teniendo
en cuenta que la finalidad del sustrato de cultivo es producir una planta o un
cultivo de calidad aumentando la produccién en el periodo de tiempo maés corto
posible y con los menores costes de produccion (Abad et al., 1993), deben
formularse de manera que proporcionen las propiedades fisica y quimicas
adecuadas (Burnett et al., 2016). No obstante, se ha observado que las
propiedades fisicas de los sustratos cobran mayor relevancia respecto a las demas,
dado que son fundamentales para asegurar la correcta nutricion de las plantas
(Abad et al., 2002; Di Lonardo et al., 2021; Raviv et al., 1999). Atendiendo a
estos parametros, un sustrato de cultivo apropiado debe tener una serie de
caracteristicas como una buena capacidad de drenaje y amplios poros llenos de
aire (Clark et al., 2020), pero también debe tener buena disponibilidad de agua
(AW), con el fin de promover el desarrollo de las raices y la absorcion de
nutrientes (Nemati et al., 2021). En este sentido, es importante resaltar que la
disponibilidad del agua del sustrato, que relaciona el contenido de agua con el
potencial matrico (es decir, las fuerzas superficiales capilares y adsortivas que
mantienen el agua bajo presion subatmosférica dentro de la matriz del sustrato),
junto con la conductividad hidraulica, son las propiedades fisicas mas
significativas que presiden los procesos de flujo, distribucién de agua y aireacién

en sistemas con sustrato en contenedores.

En relacion con las propiedades quimicas (pH, conductividad eléctrica,
capacidad de intercambio cationico y disponibilidad de nutrientes, etc.), los
sustratos organicos contribuyen en mayor grado a estas propiedades. Las
propiedades quimicas de un sustrato establecen la transferencia de materia entre
el sustrato y la disolucion, siendo de notable importancia en los materiales

organicos (Cruz-Crespo et al., 2013).
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Entre los sustratos actualmente utilizados, los que presentan las mejores
condiciones fisicas desde el punto de vista de la produccion horticola, son
materiales organicos de origen natural (turba, fibra de coco, etc.) (Atzori et al.,
2021). La turba es el material mas utilizado en la produccion horticola. Su
popularidad se debe a que es un material de bajo coste y sus excelentes
propiedades quimicas, bioldgicas y fisicas, bajo pH, alta capacidad de retencion
de agua, gran espacio de aire y bajo peso (Fussy et al., 2022). Sin embargo, este
es un recurso no renovable. Su explotacion tiene impactos ambientales y
ecoldgicos negativos, y, actualmente se encuentra catalogado como el medio de
cultivo con mayor impacto en el cambio climatico y los recursos (Machado et al.,
2021), por lo que existe una tendencia a reducir los contenidos en turba de los

sustratos.

También, los medios de cultivo a base de fibra de coco son sustratos
utilizados frecuentemente para la produccion de cultivos. La fibra de coco es una
enmienda derivada del grueso mesocarpio o cascara del fruto del coco (Cocos
nucifera L.). La fibra de coco, como fibra corta (1-3 mm) y polvo de fibra de coco
(<1 mm), resultan como material de desecho del proceso industrial de produccion
de fibras largas. En algunas ocasiones lleva un proceso de compostado de
aproximadamente 6 meses, ademas de ser lavado y, a veces, tratado con nitrato de
calcio (fibra de coco tamponada) con el fin de reducir su alto contenido en sodio
(Na), cloruro (Cl) y potasio (K). Comercialmente, La fibra de coco se compone
de aproximadamente un 75-80% de polvo de fibra de coco y un 20-25% de fibra
corta (Abad et al., 2005). Entre los derivados de la fibra de coco se encuentran las
virutas, que tienen una longitud de 5 a 15 mm y se emplean para mejorar la
aireacion del sustrato, por lo que se considera apto para la produccion de cultivos
sin suelo, tanto ornamentales como horticolas (Stewart-Wade, 2020). Las
caracteristicas quimicas y fisicas de la fibra de coco pueden variar segun su origen,
ya que se produce en diversos paises como Indonesia, India, Filipinas y Sri Lanka,
desde donde se exporta principalmente a Europa. El polvo de fibra de coco se
valora principalmente por sus propiedades fisicas, que pueden ser variables, pero

generalmente son Optimas para el cultivo sin suelo. Dichas propiedades estan
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influenciadas por el tamafio, distribucion y homogeneidad de las particulas del
polvo de coco (Atzori et al., 2021). Ademas, presenta alta capacidad de retencién
de agua, agua facilmente disponible, alto contenido en lignina y menor contenido
de celulosa que la turba, por lo que es mas resistente a la degradacién microbiana,
también es facilmente rehumectable, por lo que mejora la absorcion de agua y la

distribucion del agua en el medio de cultivo (Machado et al., 2021).

Por otro lado, encontramos los sustratos inorganicos, clasificados como
materiales naturales no modificados (arena, toba y piedra pémez) o materiales
procesados (lana de roca, arcilla expandida, perlita, y vermiculita), que se
caracterizan por un alto grado de uniformidad (Papadopoulos et al., 2008).
Actualmente la perlita es uno de los materiales mas utilizados como mezcla para

mejorar el drenaje y la estabilidad del medio (Kingston et al., 2020).

En general, diversas propiedades de un sustrato, tanto fisicas como
quimicas, influyen en la retencién, el movimiento y la disponibilidad de nutrientes
minerales para el adecuado desarrollo de la planta. Sin embargo, a pesar de los
conocimientos al respecto, alin no se han caracterizado las relaciones que existen
entre los diversos tipos de sustrato y la capacidad de la planta para absorber el
agua disponible y los nutrientes, ademas de la respuesta fisiologica segun el

cultivo.

1.2 NUTRICION VEGETAL

1.2.1 Nutricidon mineral de las plantas

La nutricibn mineral hace referencia al suministro, la absorcion y
asimilacion de compuestos quimicos que requiere la planta para su metabolismo

y desarrollo (Mengel et al., 2000).
En agricultura, el uso y aplicacion de elementos minerales en el suelo con

fines de mejora del crecimiento de las plantas y la produccion se remonta a mas
de 2000 afios (Bahadur et al., 2015). Sin embargo, solo hace 150 afios que Justus
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von Liebig (1803-1873) consiguio recopilar y resumir la informacion dispersa
sobre la importancia de los elementos minerales para el crecimiento y desarrollo
de las plantas (Pandey, 2015). Estos logros llevaron a un rapido aumento en el uso
de fertilizantes minerales en la agricultura. Posteriormente, diversos estudios en
cultivo en suelo o medios sin suelo, como el cultivo hidropénico de plantas,
condujeron a una mejor comprension sobre la adquisicion, acumulacion,
transporte y funciones de los elementos quimicos en las plantas, ademas de
caracterizar con mayor precision la esencialidad de elementos minerales
individuales y de su papel en el metabolismo (Sambo et al., 2019). El
mantenimiento de las concentraciones 6ptimas de nutrientes dentro de la planta es
esencial para su correcto crecimiento. Para completar su ciclo de desarrollo y
alcanzar un crecimiento Optimo en términos de morfologia y anatomia, la
absorcion de nutrientes debe ajustarse de manera precisa a las necesidades

especificas de cada planta en cada momento de su desarrollo.

1.2.2 Nutrientes

Los nutrientes minerales ademas de ser esenciales para el metabolismo
primario, son la base del metabolismo secundario, defensa, energia, respuesta
hormonal e incluso regulacién molecular de la planta, es por ello que deficiencias
0 excesos de algunos de ellos pueden ocasionar un efecto dramatico en la
fisiologia de la planta (Walker, 2013). En este sentido, el contenido inadecuado
(es decir, excesivo o deficiente) de nutrientes, ademas de la presencia de
elementos toxicos en los medios de cultivo, a menudo resultan en una disminucion
de la biomasa de las plantas, asi como en una baja calidad de los cultivos
(Marschner, 2012). Por lo tanto, en este sentido, las caracteristicas quimicas, como
la carga superficial y el pH, y las propiedades fisicas, como la textura y la
estructura del suelo, son determinantes en la disponibilidad de nutrientes en la
zona radicular (Kannan et al., 2022), lo que a su vez esta estrechamente ligado al
proceso de absorcion de nutrientes por parte de las plantas. Este proceso radicular
se ve afectado no solo por la disponibilidad de los nutrientes en el medio, es decir,

por sus formas solubles (solubilizacidn/precipitacién), sino, también por las
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formas quimicas de los nutrientes presentes y por las interacciones entre diferentes

nutrientes, como la competencia o el antagonismo (Sambo et al., 2019).

Las disoluciones hidropdnicas contienen los nutrientes esenciales para el
crecimiento de los cultivos, y, son absorbidas por las plantas en diversas formas
iGnicas, a traves de una combinacion de transporte activo y difusion por parte de
las membranas de las células de las raices (Son et al., 2019). Este aporte de
nutrientes se realiza principalmente mediante fertilizantes, sales minerales, acidos
y bases y permite un mejor uso eficiente de insumos como agua y fertilizantes, lo
que se traduce en mayores rendimientos. Cabe resaltar que las plantas crecidas en
cultivo sin suelo, dependen de la aplicacion directa de fertilizantes para su
nutricion. Por lo tanto, la gestion precisa de la concentracion de nutrientes es
esencial y continta siendo un factor determinante para el rendimiento y la calidad

de los cultivos en sistemas sin suelo (Djidonou et al., 2019).

Tabla 1.1 Forma de nutriente absorbido por la planta y su concentracion
promedio en la materia seca de los brotes necesaria para un crecimiento
adecuado. Modificado de Fuente. (Pandey, 2015).

(ppm) (%)

Molibdeno Mo MoO, 0.1 0.00001 1
Niquel Ni N ~0.1 0.00001 1
Cobre Cu o, e’ 6 0.0006 100
Zinc In ' 20 0.002 300
Manganeso Mn an‘ 50 0.005 1,000
Hierro Fe Fe'' Fe’" 100 0.01 2,000
Boro B H3BO3 20 0.002 2,000
Cloro a cr 100 0.01 3,000
Azufre S o 1,000 0.1 30,000

Fosforo

H2POs ", HPO+"~
24

2,000

0.2

60,000

Magnesio Mg Mg 2,000 0.2 80,000
Calcio Ca Cah 5,000 0.5 125,000
Potasio K K 10,000 1.0 250,000
Nitrogeno N NO3", NHi" 15,000 15 1,000,000
Oxigeno [o] 0, H,0 450,000 45,0 30,000,000
Carbono C Co, 450,000 45.0 35,000,000
Hidrégeno H H,0 60,000 6.0 60,000,000

Atendiendo a la nutricion de las plantas, es importante resaltar el carbono

(C) y el nitrégeno (N) por ser dos de los elementos que se requieren en mayores
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cantidades por ser cruciales para actividades celulares rutinarias y fundamentales
de las plantas (Zheng, 2009).

1.2.3 Laimportancia de las formas nitrogenadas

El nitrégeno (N) es un nutriente primario y esencial que afecta el
crecimiento de las plantas y la produccién agricola, siendo el segundo elemento
mas requerido después del carbono. Es constituyente de proteinas, acidos
nucleicos, clorofila, coenzimas, fitohormonas y metabolitos secundarios v,
representa entre el 1% y el 5% de la materia seca total de las plantas (Hawkesford
etal., 2011).

Muchas especies de plantas superiores adquieren su N en forma de nitrato
(NOz") y amonio (NH4") de la solucién del suelo. Sin embargo, la contribucion
de cada forma de N puede variar segun las condiciones ambientales y las especies
de plantas. Metabolicamente, la asimilacion del amonio es menos costosa que la
del nitrato, pero una alimentacién exclusiva con amonio puede causar toxicidad
en plantas o inhibir la absorcién de nitrato (Marschner, 2012). Asi, por ejemplo,
en tomate las concentraciones de NH4* /NOz™ (75:25% y 100:0%) fueron toxicas
para la planta (Ferreira Barreto et al., 2018), mientras que en plantas de cannabis,
la produccién de metabolitos secundarios, el rendimiento de la inflorescencia, la
altura de la planta, la longitud de la inflorescencia, las tasas de transpiracion y la
fotosintesis fueron mas altos con la nutricion de NOs™ en ausencia de NHa",
aunque la combinacién con un 10% de NH4* puede ser tolerada para el cultivo de
cannabis medicinal, ya que no dafia la funcion de la planta y no influye
drasticamente en el rendimiento y la produccion de cannabinoides (Saloner et al.,
2022).

Sin embargo, se ha demostrado que el efecto combinado de amonio y
nitrato es necesario o incluso beneficioso para muchas plantas, mejorando su
crecimiento e indicadores relacionados con la biomasa, el desarrollo y la
acumulacion de materia seca (Chen et al., 2024). Por ejemplo, en arroz, una

proporcion 3:1 de NH4* /NOs™ mejora la absorcion y translocacion de nutrientes
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y aumenta el crecimiento de las plantulas (Fu et al., 2023); en pimiento, la relacion
adecuada de NHs" /NOs™ fue 1:3, estimulando el desarrollo de las raices,
promoviendo las actividades enziméticas y mejorando la productividad y la
calidad de la fruta (Zhang et al., 2019); en col china, la proporcion de 1:3 también
mejoro la absorcion y asimilacion de N (Zhu et al., 2021); en trigo, la combinacién
7.5mM NHs4* / 1mM NOs™ estimulé el crecimiento de la raiz y el contenido de
proteina (Du et al., 2019). Por lo tanto, la relacién dptima entre NH4* /NO3™ puede

variar segun la especie y las condiciones ambientales.

1.2.4 El impacto de elevadas concentraciones de CO>

Existe un creciente interés por entender el cambio climéatico global y su
influencia en la dindmica del ciclo de carbono en las plantas. Este cambio, se debe
principalmente a la acumulacion de altas concentraciones de dioxido de carbono
(COz2), que como consecuencia de la actividad humana ha aumentado un 30% en
la atmosfera (283 ppm en el siglo XIX al nivel medio mundial de 418 ppm en
2022) (Elbasiouny et al., 2022), y, a medida que la tasa de emision de CO:
continda en todo el mundo, se espera un aumento de 140 ppm a mediados de siglo,
que probablemente llegara a 1000 ppm en 2100 (Lobo et al., 2022). Esta alteracion
del equilibrio en la concentracion de CO: es uno de los factores que conducen al
cambio climatico y el calentamiento global, los cuales afectan profundamente el
ecosistema y los procesos naturales que sostienen la vida en la Tierra. Como
consecuencia del desequilibrio terrestre encontramos cambios en los patrones
climaticos, aumento del nivel del mar, el derretimiento de los casquetes polares,
la extincion de especies y modificaciones en la disponibilidad de recursos
hidricos. Ademas, estos efectos representan una amenaza significativa para el
bienestar humano, afectando la seguridad alimentaria, la salud y la estabilidad

econdémica (Nunes, 2023).

Asi mismo, el incremento de CO:2 afectara al crecimiento y el desarrollo de
las plantas a muchos niveles, tanto directamente, por el propio aumento de CO2
disponible, como indirectamente, desafiando la capacidad de las plantas para

adaptarse a las alteraciones climéticas, implicando todo ello un riesgo en la
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seguridad alimentaria, asi como en la calidad de los alimentos. Por ello, diversas
investigaciones se han realizado a lo largo de los afios en un intento de comprender
coémo las plantas lidiaran con el incremento del CO2. Estos estudios se han
realizado de forma aislada o combinado con otros estreses abidticos (Bishop et
al., 2014; Sial et al., 2022; van der Kooi et al., 2016; Yang et al., 2022) abordado
el impacto del aumento de los niveles de COz2 en el crecimiento de los cultivos,
revelando que el aumento del CO2 en pequefias proporciones estimula la tasa
fotosintética, aumenta el rendimiento de los cultivos y reduce la tasa de
transpiracion (Han et al., 2022; Liu et al., 2019; Sial et al., 2022). Los resultados
de estas investigaciones han hecho que el enriquecimiento con CO2 sea una
técnica ampliamente aceptada para mejorar la fotosintesis, aumentando asi el
rendimiento y los ingresos comerciales (Curtis et al., 1998; Jacotot et al., 2018;
Pan et al., 2019) y, ademas, se ha aplicado en la agricultura comercial utilizando
diversos métodos de enriquecimiento de CO: incluidos invernaderos, cAmaras de
crecimiento y taneles de gradiente (Wang et al., 2022). Sin embargo, la mayoria
de estas investigaciones se centran en la tasa de crecimiento de los cultivos
anuales, lo que deja un vacio en el conocimiento que involucra a las plantas

lefiosas, especialmente en la integracion de la nutricion y la fisiologia.

Tampoco hay que menospreciar el hecho de que, si los niveles de CO2
alcanzan niveles alin mayores, o son prolongados en el tiempo, ese crecimiento
inicial por estimulacion se ve drasticamente reducido, generando una aclimatacion
fotosintética que podria causar un desequilibrio en la nutricion y la calidad de la
planta (Gojon et al., 2023), por lo que estudios detallados sobre los niveles
aceptables de CO: para cada tipo de planta son necesarios para utilizar este tipo

de técnicas sin perjudicar la produccion y el medio ambiente.

1.3 RELACIONES HIDRICAS

El agua es el mayor constituyente de las plantas con mas del 50% del peso
fresco en plantas lefiosas y mas del 70% en plantas no lefiosas, e interviene en casi
todos los procesos fisioldgicos desde el transporte de nutrientes hasta la

fotosintesis, ademas de participar en la regulacion térmica, siendo elemento
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fundamental para el desarrollo y crecimiento de las plantas. Gestionar
eficientemente el agua es esencial para la planta, tanto para mantener su
metabolismo en condiciones normales, como para adaptarse y afrontar situaciones
de estrés. La respuesta de las plantas a estreses abioticos se fundamenta
primordialmente en mecanismos que se encuentran relacionados con la gestion
del agua tal como se ha mencionado anteriormente. Por ello, comprender las

relaciones hidricas en la planta es fundamental para el desarrollo y crecimiento.

1.3.1 Absorcion y transporte del agua en las plantas v su relacion con

los nutrientes y el metabolismo secundario

Cuando la disponibilidad de agua disminuye, los gradientes hidricos y la
presion del contenido celular (turgencia celular) dentro de las plantas también se
ven afectados. Esta pérdida de la turgencia ocurre cuando la pérdida de agua por
transpiracion supera la capacidad de absorcion del agua del suelo, causando el
marchitamiento y perturbando negativamente a la fotosintesis. Igualmente, el
balance hidrico influye en la apertura y cierre de los estomas, pequefios poros en
las hojas que regulan el intercambio gaseoso y la transpiracion (Scharwies et al.,
2019). Asimismo, para que las plantas se adapten y puedan mantener un equilibrio
entre la pérdida y la absorcion de agua, estas emplean diversos mecanismos como
la regulacion de la apertura estomaética, el ajuste de las conductividades
hidraulicas de los tejidos, la osmorregulacion y respuestas de desarrollo
especificas (Sade et al., 2015). Estos procesos permiten a las plantas aclimatarse

a su entorno y optimizar el uso de los recursos hidricos disponibles.

Cabe resaltar que, la relacion entre la absorcion de nutrientes minerales y
el estado hidrico de la planta es estrecha. La absorcidn y distribucion de nutrientes
en las plantas esta estrechamente vinculada al movimiento del agua. En este
contexto, el flujo de agua a través de los diferentes tejidos vegetales constituye un
componente determinante en la capacidad de la planta para redistribuir dichos
nutrientes de unas partes a otras a través de las distintas vias de transporte. Dentro
de estas vias estd la via apoplastica, en la que el agua es movida a favor del

gradiente de presion generado por la transpiracion a través de las paredes y los
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espacios intercelulares. Esta via tiene poca resistencia, pero no ejerce control
sobre los compuestos transportados, por lo que las plantas combinan este tipo de
movilizacién del agua con la otra via de transporte, la via simplastica, que incluye
el atravesar una o varias membranas plasmaticas, obligando asi al flujo de agua y
los nutrientes contenidos en ella a atravesar estas membranas de forma controlada
a través de canales y transportadores regulados (Steudle, 2000). Asi, tanto el agua
como los iones son incorporados al espacio intracelular a través de transportadores
especificos de membrana (canales o transportadores especificos de los distintos
elementos y las acuaporinas (AQPs)). La regulacion de este transporte esta

directamente vinculada a la homeostasis celular (Steudle et al., 1998).

Por lo tanto, para comprender los mecanismos a través de los cuales las
plantas son capaces de controlar su estatus hidrico es necesario estudiar las
acuaporinas (AQP), que son proteinas de membrana directamente involucradas

en el transporte de agua y nutrientes a través de las membranas plasmaticas.

1.3.2 _Acuaporinas

Las AQPs son canales moleculares selectivos de membrana muy
conservados a lo largo de la evolucion que intervienen en el transporte especifico
de agua, pequefios solutos y iones, participan en procesos muy importantes como
la expansion celular, la apertura y cierre estomatico, la transferencia de sefiales a
larga distancia, el desarrollo de las semillas y el polen y la tolerancia a diferentes

tipos de estrés abiotico (Barzana et al., 2021).

En las plantas existe una gran diversidad molecular de acuaporinas. Hasta
la fecha, se han identificado cinco subfamilias en plantas superiores: proteinas
intrinsecas de membrana plasmatica (PIP), proteinas intrinsecas de tonoplasto
(TIP), proteinas intrinsecas similares a nodulina26 (NIP), proteinas intrinsecas
béasicas pequefias (SIP) y proteinas intrinsecas X (XIP) (Verdoucq et al., 2018).
Debido a su capacidad para transportar pequefios solutos no cargados, incluidos
elementos minerales, las acuaporinas juegan un papel importante en la absorcion

y transporte de nutrientes en la planta (Lopez-Zaplana et al., 2024).
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Entre los diversos tipos de acuaporinas, los grupos PIPs1 y PIPs2 realizan
un papel importante en el transporte del agua en la membrana plasmatica,
encargandose del transporte de agua bidireccional hacia dentro y hacia fuera de
las células, en funcion del gradiente osmotico (Madeira et al., 2016). En
consecuencia, se encuentra involucrados en todos los procesos fisioldgicos
esenciales para la supervivencia de las plantas ademas de la respuesta frente a
estreses (Yepes-Molina et al., 2020). También, en general, la sobreexpresion de
PIP1 y PIP2 mejora el crecimiento y desarrollo de raices, tallos y hojas (Leng et
al., 2021). Ademas, estas acuaporinas se encuentran involucradas en el desarrollo
de 6rganos reproductivos como la floracidn, la formacion de frutos y semillas
(Chen et al., 2022; Yang et al., 2022).

1.4 CULTIVOS DE INTERES AGRICOLA E INTERES
FARMACEUTICO

1.4.1 Vaccinnieae (Ericaceae): origen y evolucion.

Perteneciente a la familia Ericaceae, Vaccinnieae es una extensa tribu que
comprende alrededor de 35 géneros y aproximadamente 1430 especies,
compuestas por arbustos terrestres o epifitos, e incluso pequefios arboles. Estas
plantas, al igual que otros grupos de Ericaceae, prefieren suelos &cidos y, en las
regiones tropicales, habitan principalmente en zonas montafiosas. Entre las
sinapomorfias caracteristicas de Vaccinnieae se encuentran el ovario inferior y la
presencia de tibulos de anteras. Este grupo es especialmente conocido por los
cultivos del género Vaccinium (Becker et al., 2024; Stevens et al., 2004).

1.4.1.1 Arandano (Vaccinium spp)

Las especies Vaccinium comprenden un genero morfologicamente diverso
de 4250 especies (33 tipos), divididas en 9 subfamilias y 125 géneros prevalentes
en Europa, el sudeste y centro de Africa, Asia y América del Norte y Central
(Martau et al., 2023). Dentro de estas especies se destaca V. corymbosum L.
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(Figura 1.1), un cultivo poliploide altamente heterocigético y uno de los
principales cultivos de frutas de Vaccinium cultivados en el siglo XX, el cual
representa aproximadamente el 80% del total de la superficie cultivada en el
mundo (Correia et al., 2024). El arandano es originario del hemisferio norte, entre
el sur de Canaday el norte de los Estados unidos, existiendo una amplia diversidad
de variedades. Dependiendo de su origen, estas pueden clasificarse como
arandanos alto del norte y arandanos alto del sur, clasificacion que proviene del
requerimiento de frio invernal y tolerancia a bajas temperaturas (Manzanero et al.,
2023).

Figura 1.1 Representacion tipica boténica del género Vaccinium.
llustracion botanica del arandano (Vaccinium spp.), donde se puede observar su
aspecto general (1), detalle del tallo (2), hoja ovalada (3), ramilla con flor (4),
flor (5), seccion longitudinal de la flor (6). Estambres (7 y 8), fruto (9), semilla
(10), seccion trasversal del fruto (11). llustracion de Castroviejo (1993).
Esquema floral basado en Flora ibérica vol. IV. Real Jardin Botanico, CSIC.
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1.4.1.2 Vaccinium Corymbosum L. (Ardndano Alto)

El arandano alto (Vaccinium corymbosum L.) es un arbusto monoico, de
hoja caduca y de crecimiento lento, con diversos tallos que surgen del tronco y
con una altura maxima de 3,5 m. Las hojas son glaucas, simples, enteras, elipticas
a eliptico-lanceoladas, con apice agudo y base cuneiforme. Las flores son
bisexuales, en forma de campana, generalmente blancas o rosa péalido y se
presentan en racimos terminales o axilares. Bracteas caducas, 16bulos del caliz
deltoides-ovalados, corola urceolada, generalmente blanca. El fruto es una baya
glauca, de color verde palido que se torna azul oscuro, pdrpura a negro al madurar.

>

Figura 1.2. Representacion botanica del arandano (Vaccinium spp.),
donde se puede observar sus hojas ovaladas (1), el fruto (2), su flor en forma

pendular (3). Esquema floral basado en (Masclef, 1891).
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1.4.1.3 Vaccinium Corymbosum L.: Variedad Legacy

Genéticamente, esta variedad pertenece al grupo varietal de los arandanos
de arbusto alto del sur, que se caracteristica por su bajo requerimiento de frio
invernal, oscilando entre las 500 y 600 horas, ademas de tolerante a condiciones
de mayor temperatura y mantener sus hojas siempre verdes en invierno (Becerra
etal., 2017).

1.4.1.4 Vaccinium Corymbosum L.: Importancia del ardndano

El ardndano es una especie de reciente incorporacion a la fruticultura
mundial, ha experimentado un notable crecimiento. Este cultivo, tipico de
regiones frias y himedas del hemisferio norte, tiene su origen en América del
Norte. En los ultimos afos, el rapido desarrollo de nuevas variedades, junto con
su relevancia bioldgica, ha despertado el interés de numerosos paises por
establecer plantaciones, fomentando tanto su consumo como la expansién de su

area de cultivo.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), en 2019 la produccion mundial de
arandanos alcanzo las 823.328 toneladas, distribuidas en mas de 119.472
hectareas sembradas. Estados Unidos y Canada lideran la produccion global,
representando el 60% del total con 308.760 y 176.127 toneladas respectivamente.
En la actualidad, Espafia ocupa el primer puesto en el ranking de productores de
arandanos en la Union Europea alcanzando una produccién de 70.000 toneladas
en 2022 (Tinoco-Plasencia et al., 2023).
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Figura 1.3. Produccidn del cultivo de ardndanos en los paises de Europa
con mayor produccién en porcentaje a lo largo de cinco afios. FAOSTAT (2024)
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO).
FAOSTAT Database. https://www.fao.org/faostat/es/#compare-

Ademés de lo anterior, el ardndano también es rico en numerosos
compuestos bioactivos, denominados asi debido a que son metabolitos resultantes
del metabolismo secundario de las plantas y que presentan bioactividad. Entre
estos metabolitos destacan compuestos bioactivos como flavonas y compuestos
polifendlicos, que les otorgan fuertes propiedades antioxidantes, lo que los
convierte en un alimento funcional beneficioso para la salud. Las antocianinas, la
subclase mas importante de flavonoides y la mayor parte de los compuestos
fendlicos totales, se encuentran ampliamente en frutas y verduras a nivel mundial
(Yang et al., 2022). Las especies de arandanos son bien conocidas por ser una
buena fuente de antocianinas. Estas son las biomoléculas responsables del color
caracteristico de las bayas, proporcionando a las frutas maduras su caracteristica
coloracion azul, roja y parpura (X. Li et al., 2021). Ademas, las antocianinas se
han relacionado ampliamente con actividades antioxidantes y su ingesta diaria se
asocia con una reduccion del riesgo de enfermedades (Cassidy et al., 2013;
Jennings et al., 2017). Por lo tanto, el contenido de antocianinas en el ardndano es

uno de los aspectos mas importantes que determinan la calidad nutracéutica y los
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beneficios humanos, su andlisis es importante para determinar la composicion de

compuestos bioactivos .

Figura 1.4. Representacion de la estructura de una molécula de
antocianina (Delphinidin3-galactoside). Figura modificada de (Yang et al.,
2022).

1.4.1.5 Caracteristicas del cultivo de ardndanos

El cultivo de ardndano se desarrolla de manera éptima bajo condiciones de
pH bajo (4,5 a 5,5) (Smrke et al., 2021). En comparacién con otros cultivos no
ericaceos, las plantas de ardndano se caracterizan por presentar bajas
concentraciones de nutrientes minerales y, por lo tanto, tienden a tener menores
requerimientos de nutrientes que otros cultivos frutales (Doyle et al., 2021).
Debido a estos requerimientos nutricionales, los productores buscan métodos
novedosos para cultivar plantas en regiones con condiciones de suelo suboptimas,
siendo una alternativa el cultivo en contenedores con sustrato sin suelo y sistemas

de manejo de fertirrigacion altamente controlados (Kingston et al., 2017).

En cultivo sin suelo, los arandanos tienen una alta productividad desde el
primer afio de cultivo, y una de las principales razones para lograr este patron de
crecimiento es que los sustratos sin suelo permiten mejorar el area de raices
controlando el contenido de humedad, limitando el estrés del suelo y las
concentraciones de nutrientes (Heller et al., 2022). Asi, practicas horticolas

innovadoras con condiciones ambientales como luz, humedad, temperatura y
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concentraciones de CO:2 controladas han permitido cultivos rentables en Espafia,
Marruecos, México, Chile, China, Pert y Argentina, donde hace unas décadas no
eran habituales los cultivos procedentes de zonas templadas (Bafiados, 2009; Fang
et al., 2022). Debido a los altos requisitos de las condiciones del suelo para la
produccién de arandano, en los Ultimos afios, se han realizado estudios en
sustratos que, permiten el control preciso de las concentraciones de nutrientes, asi

como, manejo de riego, entre otros (Fang et al., 2020).

Todas estas investigaciones han desempefiado un papel importante para el
manejo y rendimiento del cultivo. Sin embargo, aun falta investigacion de los
efectos de diferentes composiciones de sustrato sobre la fisiologia y la nutricion
de arandano variedad Legacy, asi como el estudio del efecto que provoca el

incremento del COa.

1.4.2 Cannabiaceae (Cannabidaceae): Origen y evolucion

La familia de cannabiaceas (Cannabidaceae) son plantas dicotileddneas
que contiene solo dos géneros Humulus y Cannabis. Humulus lupulus (lapulo) es
una hierba trepadora perenne ampliamente cultivada por sus inflorescencias, que
se utilizan para dar sabor a la cerveza. Cannabis sativa (cafiamo) se cultiva en
regiones templadas y tropicales por su fibra y por sus compuestos cannabinoides,
entre los cuales los més relevantes son el tetrahidrocannabinol (THC), de efecto
psicoactivo, y el cannabidiol (CBD). El cannabis se ha cultivado durante al menos
5000 afios, es originario de Asia central y se extiende a todas las areas templadas
y tropicales del mundo. EIl cannabis ha sido un cultivo de gran importancia por
sus fibras duraderas del tronco lefioso se conocen como céfiamo, las cuales han
sido utilizadas para producir cuerdas, asi como telas finas o asperas. La planta de
Cannabis también es una fuente eficiente de pulpa de papel, ya que produce hasta
cinco veces mas celulosa por acre por afio que los arboles. Las semillas de
cannabis son utilizadas como alimento para el hombre, las aves, ademéas de

proporcionar aceite de semilla de cafiamo para pintura y jabon (Hodgson, 2012).
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1.4.2.1 Canamo (Cannabis spp.)

Es una planta anual que pertenece a la familia Cannabaceae, fue
clasificada botanicamente por primera vez en 1753 por Carl Linnaeus.
Posteriormente, en 1785, Jean Baptiste Lamarck descubre otra especie a la cual
denomina C. indica. Actualmente, se reconocen trece especies, incluidas C. sativa
y C. indica, ademés de una serie de variedades para las especies C. sativa 'y C.
indica (Angeles Lopez et al., 2014).

1.4.2.2 Cannabis sativa L.

Cannabis sativa es una planta herbacea de floracion anual de hasta 4 m de
alto, dioica, de tallo erecto y hojas palmadas estipuladas, las inferiores opuestas y
las superiores alternas. Las hojas se encuentran sobre peciolos de hasta 7 cm de
largo. Cada hoja se compone de entre 3 a 9 foliolos angostos, de apice agudo, con
margenes serrados y tricomas glandulares recostados sobre el haz y el envés de
un color mas claro. Los tricomas glandulares producen una resina como una forma
de proteger a la planta contra las agresiones externas. Tiene inflorescencias en las
axilas de las hojas superiores o al terminar las ramas, con bracteas herbaceas y
glandulosas. Las inflorescencias masculinas son ramificadas, laxas y con muchas
flores; mientras que, las femeninas son densas, pero con pocas flores (de 5 a 8).
Las flores masculinas son pediceladas, con perianto de 5 tépalos; y las femeninas
son sésiles, con perianto entero, membranaceo y pegado al ovario, persistente en
el fruto, ovario con un solo ovulo y 2 estigmas. El fruto es un aquenio, con una
sola semilla, ovoide, algo comprimida, blanco o verdoso tefiido de purpura,
encerrado en el perianto. Esta especie puede crecer en la mayoria de los climas,
aungue muestra una preferencia por suelos calcareos, ricos en nitrégeno y con un

pH neutro o ligeramente acido.

35



Introduccion

Figura 1.5. Representacion tipica botanica de cannabis sativa. A.
llustracion botanica de una planta femenina, donde se puede observar flores
femeninas con hoja protectora (1), Tricoma glandular (2), Fruto (envuelto en
bracteas, expuesto, corte transversal) (3); B. Planta masculina, donde se observa
flor masculina (4), grano de polen (5) y principales compuestos cannabinoides
(6). Esquema floral basado en (Pabst et al., 1885).

1.4.2.3 Cannabis sativa L.: Importancia del cultivo.

Originaria de regiones ecuatoriales y subtropicales, principalmente de Asia
central, se cree que su cuna se encuentra en dos areas clave: las estribaciones del
Himalaya y las llanuras del Pamir, una alta cordillera situada en el este de
Tayikistan, con extensiones hacia Afganistan, la Republica de Chinay Kirguistan.
A pesar de sus origenes, el cannabis se ha adaptado ampliamente y tiene una

distribucion geografica que abarca Canada, Estados Unidos, Europa y Africa.
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Figura 1.6. Distribucion geogréfica de Cannabis sativa L. Adaptado de
(Hourfane et al., 2023).

El cultivo medicinal de cannabis en Espafia fue una practica comdn a lo
largo de su historia hasta que, en el siglo XX, se prohibid y estigmatizé. En la
actualidad, ha resurgido con fuerza debido al impacto generado por la legalizacion
del cannabis medicinal en paises como Uruguay, Canada, Estados Unidos, entre
otros. Actualmente, Espafia se encuentra entre los siete paises del mundo que
producen mas marihuana de forma licita con fines exclusivamente terapéuticos

para tratar dolencias y enfermedades.
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Figura 1.7. Produccion en Toneladas de Cannabis sativa L. datos tomados

de Junta Internacional de Fiscalizacion de Estupefacientes, (2023).
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Segun la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios
(AEMPS), la Regidn de Murcia cuenta con 1,72 hectareas destinadas al cultivo de
cannabis medicinal para su exportacion. Ademas, en Andalucia, Catalufia y

Valencia se han habilitado 2,31 hectareas mas para el mismo propdsito.

Desde el punto de vista econdémico, cannabis posee una importancia
significativa debido a sus fibras para uso textil o papel, para la obtencion de
productos para la alimentacion, con fines medicinales o para usos cosméticos
(Rizzo et al., 2023). En particular, el cannabis ha ganado relevancia en los Gltimos
en diversos campos de investigacion, como la microbiologia y la oncologia (Hong
et al., 2022; Taha et al., 2019). Su rica diversidad quimica ha demostrado ser
efectiva contra microorganismos como bacterias, hongos y virus, ademas de
interactuar con componentes celulares como proteinas y genes. Su origen natural
lo posicionan como un candidato ideal para abordar enfermedades de dificil
tratamiento. Esto incluye problemas terapéuticos como la resistencia a los
antibidticos y, en el caso del céncer, la toxicidad asociada a la ingestion y

metabolizacion de tratamientos convencionales (Gabarin et al., 2023).

Los cannabinoides, flavonoides, estilbenoides, terpenoides, alcaloides y
lignanos son algunos de los metabolitos secundarios presentes en C. sativa. Los
cannabinoides se producen y se acumulan en los tricomas glandulares que
recubren toda la planta, con especial concentracién en las inflorescencias
femeninas. Estas inflorescencias son la parte més valiosa de la planta para la
industria farmacéutica. De los 113 cannabinoides identificados, los mas
estudiados son el A°-tetrahidrocannabinol (THC), el cannabidiol (CBD) vy el
cannabigerol (CBG), debido a su notable actividad biolégica (Kotiranta et al.,
2024).
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En la planta, los cannabinoides se encuentran principalmente en forma de
acidos carboxilicos: A°-&cido tetrahidrocannabindlico (THCA), écido
cannabididlico (CBDA) y acido cannabigerdlico (CBGA). Estas formas son
térmicamente inestables y se descarboxilan al exponerse al calor o la luz (Wang
et al., 2016). Estas formas descarboxiladas, THC y CBD, son los compuestos
principales utilizados por la industria farmaceutica para aplicaciones medicinales
(Boyaji et al., 2020). sin embargo, las concentraciones de estos compuestos
dependen del tipo de tejido, edad, variedad, condiciones de crecimiento (nutricion,
humedad y niveles de luz), el tipo de sustrato, tiempo de cosecha y condiciones

de almacenamiento (Pérez-Bermudez et al., 2022).

CANNABIDIOL TETRAHIDROCANNABINOL
(CBD) (THC)
CH, CH,
OH ‘ OH
H,C HCPNo O
H,C" HO CH, H,C CH,

Figura 1.8. Representacion de la estructura de dos cannabinoides
descarboxilados de cannabis sativa. A. estructura quimica del Cannabidiol. B.
Estructura quimica de Tetrahidrocannabinol. Adaptado de (Gabarin et al., 2023).

1.4.2.4 Caracteristicas del cultivo de Cannabis.

Actualmente, para la produccion de cannabis, se utilizan sistemas de
produccion sin suelo que emplean medios de cultivo porosos con materiales de
origen organico e inorgénico. Entre ellos, destacan las mezclas de sustrato
compuestas por lana de roca, fibra de coco y turba (Caplan et al., 2017; Chandra
et al., 2008; Nemati et al., 2021). Sin embargo, ain no se ha establecido un
consenso sobre cudl es la composicion ideal de estos medios para optimizar la

produccidn de cannabis (Nemati et al., 2021). Hasta la fecha, diversos estudios
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han examinado los factores que contribuyen en el rendimiento del cannabis.
durante estas investigaciones se han comparado dos genotipos ricos en
Cannabidiol, cultivados en fibra de coco y turba. Este estudio revelo que, la fibra
de coco redujo significativamente la produccion de biomasa y la absorcion de
nitrégeno, sin afectar el rendimiento de CBD (Burgel et al., 2020). En contraste,
los pardmetros de crecimiento de las plantas no difirieron entre la plantas
cultivadas en fibra de coco y las cultivadas en mezclas de sustratos a base de turba
bajo fertiirrigacion, en experimentos con cafiamo industrial (Smith et al., 2021).
También se han realizado estudios sobre la dinamica de crecimiento, la formacion
de rendimiento, la absorcion de nitrégeno y los parametros fisioldgicos del
cannabis cultivado en lana de roca, fibra de coco y una mezcla de turba y perlita,
donde han revelado que la acumulacion de biomasa de hojas y tallos se
incrementaron con la mezcla de turba y perlita en comparacién con la lana de roca
y la fibra de coco (Schober et al.,, 2023). También, se han realizado
investigaciones, sobre el efecto de la intensidad de la luz y el fotoperiodo
(Magagnini et al., 2018; Moher et al., 2022), la respuesta de la temperatura
(Chandra et al., 2008), dosis de fertilizacion con diferentes composiciones de
sustrato (Caplan et al., 2019; Deng et al., 2019), el estrés fisioldgico (Park et al.,
2022), ademas del impacto de los métodos de produccion en el rendimiento de
metabolitos secundarios (Addo et al., 2021). Todas estas investigaciones han
desempefiado un papel importante para el manejo y rendimiento del cultivo. Sin
embargo, atn falta conocimiento sobre los efectos de los componentes de sustrato
en la nutricién de la planta, asi como, determinar el papel de las acuaporinas en el
crecimiento del cannabis, la optimizacion de los métodos de cultivo y el
rendimiento de los cultivos, asi como, el efecto que tiene sobre los metabolitos

secundarios.
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Justificacion

La evolucidén de la agricultura intensiva ha fomentado la introduccion de
los sustratos de cultivo. Estos medios de produccion son cada vez mas
indispensables para el progreso de multiples tareas, como semilleros, viveros y la
horticultura intensiva protegida. Los sustratos de cultivo, cada vez mas utilizados
como sustitutivos del suelo tradicional, proporcionan el anclaje, asi como un
adecuado crecimiento del sistema radicular de la planta. Ademas, dependiendo
del tipo de sustrato, puede también intervenir en la nutricion y desarrollo del
cultivo. por este motivo, se hace imprescindible definir las caracteristicas fisicas
y quimicas de los sustratos de cultivo optimizadas para cada tipo y variedad de

cultivo.

Actualmente el cultivo de ardndano y el cultivo de cannabis, presentan una
creciente demanda a nivel mundial debido a su alto valor y sus beneficios tanto
nutricionales como para la salud. La optimizacion de estos cultivos en condiciones
ambientales controladas, como el uso de sustratos 6ptimos y el uso de didxido de
carbono suplementario, ofrecen una via prometedora para mejorar el crecimiento,
el rendimiento y la eficiencia en el uso de los recursos. Pese a esto, la interaccion
entre la composicion del sustrato y las necesidades hidricas y nutricionales es de
gran importancia. Ademas, teniendo en cuenta la relacién de los sustratos con la
absorcion y transporte de agua y nutrientes a través de la planta, el ambiente y los
parametros fisiologicos en plantas como arandano y cannabis sigue siendo poco

explorada, hemos planteado los experimentos de esta Tesis Doctoral.

La realizacion de esta investigacion estd justificada por los siguientes

aspectos:

1. Debido a la escasa informacidn sobre el cultivo de cannabis y arandano
en sustrato, surgio la necesidad de identificar y caracterizar el sustrato

comercial mas adecuado para el desarrollo y crecimiento de estas
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plantas. Planteamos experimentos basados en las caracteristicas fisicas
y quimicas del sustrato para estudia en profundidad la respuesta
fisiolégica de estas plantas.

. Ante la necesidad de la mejora en la produccion, es necesario evaluar
los cambios que provocan diferentes componentes de sustratos sobre la
fisiologia, el crecimiento y la produccion de metabolitos secundarios de
plantas de interés agricola y farmacéutico como son el arandano y

cannabis.

. Comprender los mecanismos de regulacion interna del transporte de
aguay la influencia de las acuaporinas en la fisiologia del cannabis bajo
diferentes componentes de sustrato permitira relacionar la absorcién y

transporte de agua, el crecimiento y el metabolismo secundario.

. El impacto del incremento de los niveles de CO2 en la calidad
nutricional de los cultivos, justifican la necesidad de estudiar sus efectos
sobre el desarrollo, la nutricion y la produccion del cultivo de arandano

en diferentes sustratos.
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Objetivos
Objetivo General

El objetivo principal de esta tesis doctoral es determinar el efecto de la
composicion de sustratos en el desarrollo y la fisiologia del cultivo de arandano y
de cannabis, evaluando su influencia en la disponibilidad de nutrientes y las
relaciones hidricas, con el fin de optimizar la productividad y la calidad de estos

cultivos, contribuyendo al desarrollo de estrategias agricolas sostenibles.

Obijetivos Especificos

1. Determinar los cambios que provocan los diferentes componentes de
sustratos sobre la fisiologia, el crecimiento y la produccion de
Cannabidiol (CBD) del cannabis, identificando el sustrato mas
adecuado para el cultivo en funcién de sus efectos sobre las relaciones
hidricas y la produccion de CBD. (Capitulo I).

2. Evaluar el desarrollo y la respuesta fisioldgica, asi como, la calidad del
fruto de la planta de ardndano y de la planta cannabis en condiciones de
invernadero, cultivada en diferentes tipos de sustrato con diferentes
composiciones, relacionando las caracteristicas quimicas y fisicas de
los sustratos con el crecimiento, el intercambio hidrico de las hojas y la

nutricion mineral de las plantas. (Capitulo I1).

3. Evaluar la respuesta en el crecimiento y la produccion del cultivo de
arandanos ante la suplementacion con CO2 en condiciones controladas
de invernadero con diferentes composiciones de sustratos. (Capitulo
).
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Capitulo I: Aquaporins-mediated water availability in substrates for

cannabis cultivation in relation to CBD vyield.

Nidia Ortiz-Delvasto*, Pablo Garcia-Gomez*, Micaela Carvajal & Gloria
Bérzana.

*Equal autor contribution

Plant and Soil, 31 October 2023, DOI: 10.1007/s11104-023-06341-8.

Aims

The objective of this study was to identify the most suitable substrate for
Cannabis sativa L. cultivation based on its effects on water relations and
Cannabidiol (CBD) production.

Methods

Biomass, physiological parameters, minerals, changes in the expression
levels of plasma membrane intrinsic Proteins (PIP) and CBD concentration was
measured in C. sativa (var. Tiborszallasi) plants cultivated on 5 substrates with
different physical-chemical characteristics.

Results

The substrates available water (AW) was the main factor affecting growth
and production. The efficiency of the water use was governed fundamentally by
transpiration. Experimental substrates(S) 1 and 3 (S1 and S3) were those in which
the plants grew optimally and allows plants to invest energy in secondary
metabolites production acquiring high levels of CBD. The plants grown in S2 and
S5, composed by coconut fiber and perlite, showed the lowest growth in
agreement with low transpiration rates which reduce the water uptake. S5
substrate, with some available water (AW) still present, is forcing plants to invest
energy in improving water and nutrient transport, as observed by the high levels
of nutrients in planta and PIPs expression levels. S4 plants presented the highest
inflorescence production and CBD content, which can be attributed to plant stress
due to the low levels of AW and high pH and electrical conductivity (EC).

Conclusion

The absorption of water and minerals by plants has been affected by PIP-
mediated water transport, playing key roles for the optimal utilization of the water
present in the substrates, with specific isoforms involved in these responses.
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Abstract

Aims The objective of this study was to identify the
most suitable substrate for Cannabis sativa L. cultiva-
tion based on its effects on water relations and Can-
nabidiol (CBD) production.

Methods Biomass, physiological parameters, miner-
als, changes in the expression levels of plasma mem-
brane intrinsic Proteins (PIP) and CBD concentration
was measured in C. sativa (var. Tiborszallasi) plants
cultivated on 5 substrates with different physical—
chemical characteristics.

Results The substrates available water (AW) was
the main factor affecting growth and production. The
efficiency of the water use was governed fundamen-
tally by transpiration. Experimental substrates(S)
1 and 3 (S1 and S3) were those in which the plants
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grew optimally and allows plants to invest energy
in secondary metabolites production acquiring high
levels of CBD. The plants grown in S2 and S5, com-
posed by coconut fiber and perlite, showed the low-
est growth in agreement with low transpiration rates
which reduce the water uptake. S5 substrate, with
some available water (AW) still present, is forcing
plants to invest energy in improving water and nutri-
ent transport, as observed by the high levels of nutri-
ents in planta and PIPs expression levels. S4 plants
presented the highest inflorescence production and
CBD content, which can be attributed to plant stress
due to the low levels of AW and high pH and electri-
cal conductivity (EC).

Conclusion The absorption of water and minerals
by plants has been affected by PIP-mediated water
transport, playing key roles for the optimal utilization
of the water present in the substrates, with specific
isoforms involved in these responses.

Keywords Water uptake - Mineral nutrition -
PIPs - Substrate physical properties - Inflorescence
production

Introduction
Cannabis sativa L., is a plant with great interest
in several industries as pharmaceutical, animal

products, cosmetics and food (Burgel et al. 2020).
Belonging to the Cannabaceae family, with annual
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flowering, it has been cultivated and used for
thousands of years for its fiber and psychotropic
and medicinal properties (Holmes et al. 2021).
Moreover, the role of hemp in soil phytoremedia-
tion has been studied (Zerihun et al. 2015; Golia
et al. 2021), and some mechanisms employed by
hemp in soil phytoremediation have been eluci-
dated (Ahmad et al. 2016). During the last decade,
cannabis research related to the genetic and pho-
tochemical characteristics of the different varieties
has increased (Rull 2022). More than 100 unique
cannabinoids have been identified (Ahmed et al.
2015; Caplan et al. 2017), predominantly A 9-tet-
rahydrocanbinolic acid (THCA) and cannabidiolic
acid (CBDA). These acids undergo a decarboxy-
lation process during storage and when heated to
become neutral cannabinoids such as tetrahydro-
cannabinol (THC) and cannabidiol (CBD) (Str-
zelczyk et al. 2021). Years ago, CBD received
less attention as a potential drug candidate than
tetrahydrocannabinol Delta-9 (A9 THC), which is
the main psychoactive component of the Canna-
bis sativa L. plant (Johnson et al. 2023). However,
nowadays, due to several medicinal beneficial
properties, the interest around the use of CBD in
different products is increasing and therefore crops
requires much more investigation (Navarrete et al.
2021).

Cannabis presents a life cycle that is divided
into two growth stages, a vegetative stage and a
flowering stage. The vegetative development stage
of plants is characterized by accelerated growth,
increasing biomass and, frequently, a higher nutri-
ent requirement (Raviv and Lieth 2008). Dur-
ing the growth stage, hemp also had high water
requirements (Adesina et al. 2020). The accumu-
lation of cannabinoids occurs mainly in the flow-
ering stage, but, as secondary metabolites, their
concentration may vary depending on the physio-
logical conditions of the plant. Moreover, cannabis
mineral nutrition can influence floral dry weight
and secondary metabolites concentrations (Caplan
et al. 2019; Nemati et al. 2021). However, the
water needs and their relation with water uptake
and transport through plant have not been studied.

Soilless greenhouse agriculture focuses on the
development of new substrates that are profit-
able, renewable and sustainable in order to facili-
tate sustainable agricultural production. Thus, it is
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necessary to identify organic substrates capable of
sustaining efficient crop production (Mejia et al.
2022). An adequate substrate is essential to pro-
vide the necessary physical and chemical proper-
ties for the specific plant or crop and its optimal
growth conditions (Burgel et al. 2020; Ortiz-Delv-
asto et al. 2023). An appropriate growing medium
should have good drainage capacity and ample air-
filled pore (Zheng et al. 2007), but also it would
have good water availability (Nemati et al. 2021).

Apart from water availability in soils, the abil-
ity of plants to uptake water needs to be addressed.
Therefore, aquaporins (AQPs), which are mem-
brane proteins directly involved in water transport,
must be studied. To date, five subfamilies have
been identified in plants: intrinsic plasma mem-
brane proteins (PIPs), intrinsic tonoplast proteins
(TIPs), intrinsic nodulin26-like proteins (NIPs),
small basic intrinsic proteins (SIPs), and intrinsic
X proteins (XIPs) (Verdoucq and Maurel 2018).
Among the different types of aquaporins, the
PIPs1 and PIPs2 clusters play an important role
in maintaining water transport within cells. Con-
sequently, they are involved in many physiologi-
cal processes essential for plant survival and plant
responses to stress (Yepes-Molina et al. 2020).
Generally, overexpression of these PIP1 and PIP2
aquaporins enhances root, stem and leaves growth
and development (Chen et al. 2022). Moreover,
PIP aquaporins are also involved in reproduc-
tive organ development such as flowering, fruit
and seed formation (Chen et al. 2022; Yang et al.
2022a, b). Different PIP2 are up-regulated or
down-regulated according to fruit initiation or rip-
ening (Zhu and Ming 2019). In this way, the PIP
aquaporins of C. sativa should play a key role in
both, the vegetative growth stage, which requires
a large amount of water and nutrients, and the
flowering stage. Recently, 30 Cannabis AQPs has
been identified (Guerriero et al. 2019). However,
the involvement of aquaporins in C. sativa physi-
ology has not been analyzed to date.

For all this reasons, the objective of this study
was to determine the changes caused by differ-
ent substrates on cannabis physiology, growth
and CBD production. The investigation was done
with 5 experimental substrates (S1-S5) show-
ing different physico-chemical characteristics.
For this, the analysis of the biomass production,
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photosynthesis, transpiration, mineral nutrition
and changes at the expression level of PIP aqua-
porins in the cannabis plant grown on the differ-
ent substrates were analyzed. Also, the concentra-
tion of CBD in the bud of the plant was associated
with the composition of the substrates and the
physiological response of the plant.

Materials and methods
Plant material and growth conditions

Seeds of cannabis plants (Cannabis sativa L.
var. Tiborszallasi), provided by Cultivo Manuel
y Rafa 3000 S.L, were germinated in vermicu-
lite, in the dark at 28 °C, for 5 d. Subsequently,
they were transferred to round pots of 9 cm diam-
eter with 50% vermiculite and 50% perlite, one
plant per pot. Plants were placed in a controlled
environment growth chamber with 70-85% rela-
tive humidity (RH), 25-30 °C, 485 ppm CO,
and a photosynthetically active radiation (PAR)
of 400+50 pumol m=2 s~! with a photoperiod of
18 h/6 h (day/night). The plants were irrigated with
a modified Hoagland nutrient solution consisting
of NO; ~ (15 mM), H,PO, ~ (1 mM), K* (6 mM),
Ca** (5 mM), Mg** (2 mM), SO,>~ (2 mM), Fe**
(72 uM), Mn** (18 uM), Cu** (3 uM), Zn>* (3 uM),
BO;*~ (45 uM) y MoO, >~ (0,1 uM) (Cockson et al.
2019). The plants were irrigated twice a week, until
saturation. After 30 days, plants were transplanted
into 15 cm diameter pots with 5 different experimen-
tal substrates (provided by Projar, Valencia, Spain)
composed by: (S1) 70% coconut fiber and 30% peat,
(S2) 70% coconut fiber and 30% perlite, (S3) 60%
coconut fiber, 30% peat and 10% perlite, (S4) 100%
coconut fiber (S5) 90% coconut fiber and 10% of
perlite. The experimental design was completely
randomized with 6 plants for each of the 5 types of
substrate. On day 60 of plant development, condi-
tions were changed in order to stimulate the flower-
ing: photoperiod 12/12 h, PAR 400+ 50 pmol-m~2
57!, 60-75% RH and 22-25 °C. Plants were irri-
gated with same modified Hoagland solution but
with NO; ™ reduced to 9 mM. The harvest was car-
ried out when 70% of the pistils had changed their
color to a dark amber (100-103 days). The whole
experiment was done in three different assays.

Characterization of the substrates

For the physical analysis of the substrates, a volume
of 20 L of each substrate was used. The granulom-
etry was carried out on a dried sample at 40 °C. Total
porosity, air space, bulk density, available water
(AW), reserve water (RW) and unavailable water
(UAW) were determined according to De Boodt et al.
(1974). For mineral content analysis, previously lyo-
philized and finely ground substrate from 5 samples
were digested with HNO;:HCIO, (2:1). Elements
were detected by inductively coupled plasma (ICP)
assay (Optima 3000, PerkinElmer). pH and electrical
conductivity (EC) in the drained solution was meas-
ured 4 times throughout the experiment. They were
measured in the percolate of the discharge solutions
by means of a portable pH/EC meter CM 35 (Hach,
Diisseldorf, Germany).

Physiological parameters

Plant height of 6 plants grown on each type of substrate
were measured once a week during the experiment.
This measurement was made with a tape measure from
the base of the stem to the apex of the plant. The floral,
leaves and total dry weight were measured in 3 plants
per substrate. For this, plants were placed in an oven at
22 °C for 12 days.

Chlorophyll content was determined in fully devel-
oped leaves, using a SPAD-502Plus chlorophyll meter
(Konica Minolta, Langenhagen, Germany). Photo-
system II fluorescence was assessed in fully expanded
leaves from the middle third of the crown on sunny
days. These measurements were made after the leaves
had acclimated to darkness for 30 min, employing leaf
clips equipped with light-excluding features. Photosys-
tem II fluorescence was determined with a miniaturized
pulse-width-modulated photosynthesis performance
analyzer (mini-PAM; Walz, GmbH, Germany). Meas-
urements were made on 6 plants of each substrate,
using 5 leaves per plant. 12 measurements were made
throughout the experiment.

The transpiration rate was calculated using the gravi-
metric method (Aroca et al. 2007). For this, the surface
of the pots was covered with aluminum foil and the pot-
plant system was weighed obtaining the initial weight
(Wy). After 24 h, all the pots were weighed again,
obtaining the final weight (Wy). The leaf transpiration
rate (T) was calculated as:
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T = (W, — Wy)/t * FW

where t=time in hours and FW =fresh weight in
grams. Measurements were made on 4 plants of each
substrate.

Mineral contents have been analysed in leaves and
inflorescences. All leaves and inflorescences were col-
lected from the dried plant material. Mineral concentra-
tions were determined by Inductively Coupled Plasma-
Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) using a
Thermo ICAP 6500 Duo equipment (Thermo Fisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA). For each sample, 200 mg
were added in a microwave furnace equipment to a 25 ml
tube with a mixture of 4 ml of HNO; (68% purity) and
1 ml H,0, (33% purity) for their subsequent digestion.
300 ml high-purity de-ionized water, 30 ml H,0, (33%
purity) and 2 ml H,SO, (98% purity) were also added in
the Teflon reactor. The microwave heating digestion pro-
gram consisted of 3 steps: starting at 20 °C and 40 bar;
increasing 10 bar / minute for 30 min up to 220 °C; and
keeping 220 °C for 20 min. After cooling, the mineral-
ized sample were transferred to double gauge tubes of
10 mL (micro minerals) and 25 mL (macro minerals) and
the volume made up with high-purity de-ionized water.
A multimineral standard solution containing 31 minerals
supplied by SCP Science (Quebec, Canada) was used to
prepare calibration standards in high-purity de-ionized
water. For ICP-OES analyses, two control samples con-
taining high-purity de-ionized water and a multimineral
standard were used. Each mineral determination was
performed at specific wavelengths ranging from 167.1 to
670.8 nm. The concentration of macro and micro min-
erals were calculated according the formula “mg Kg™!
or pg Kg™' (C x D) / W”; where C was mineral con-
centration, D was the dilution factor and W was sample
weight. subsequently these results were calculated to be
expressed in mmol or pmol / Kg DW.

Concentration of CBD

For CBD extraction, 100 mg of flowers, previously
dried and ground, were mixed with 10 mL of absolute
ethanol extraction solvent and stirred in a vortex. Subse-
quently, the sample was sonicated for 30 min and then
stirred at 25°C for 15 min, according to Berman et al.
(2018), then allowed to settle at room temperature and
subsequently filtered through a filter 0.22 pm PVDF
(Milipore, Beford, MA, USA). CBD was quantified by
UPLC-QtoF-MS, using a Waters Acquity I-Class UPLC
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coupled to a quadrupole flight-type mass spectrometry
detector (Bruker maXis impact model) and equipped
with an electrospray source type ESI (Bruker Daltonics,
Bremen Germany). Quantification by UPLC-MS was
performed using the external standard method, measur-
ing the peak areas of the cannabinoids. To do this, the
mass of the pure standard (m/z=313.2162) was meas-
ured in negative mode [M-H] and subsequently said ion
was identified in the samples of ethanolic extracts of
flowers. Cannabidiol Solution — 1.0 mg/mL in metha-
nol, ampule of 1 mL (Sigma, Darmstadt, Germany) was
used as a pure standard to perform the quantification.

PIP genes expression

RNA isolation was performed using the NZYtech total
RNA extraction kit (QIAGEN, Hilden, Germany),
according to the manufacturer’s protocol. 3 plants per
group were used. The quantity and purity of RNA
were analysed with a Nanodrop 1000 spectrophotom-
eter (Thermo Fisher Scientific, USA). The High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Sci-
entific) was used to synthesise cDNA from 2 ug of total
RNA, according to the manufacturer’s protocol.

For Primers design all the sequences (8) of plasma
membrane intrinsic proteins (PIPs) available for C.
sativa were obtained from NCBI database and the
primer sets were specifically designed in the 3’ or 5’
non-coding region of each gene, in order to avoid the
non-specific amplification of other aquaporin genes
(Online Resource 1). The efficiency of the primer sets
was evaluated with the software QuantStudio 5 (Quant-
Studio Design and Analysis Software version 1.4.0.0),
by analysing the threshold cycle (Ct)/fluorescence
ratio at six independent points of PCR curves (Ramak-
ers et al. 2003), giving values between 95 and 100%
(Online Resource 1). Five housekeeping primers—
18S ribosomal RNA (id: XM_030651156.1), Elonga-
tion factor 1-gamma (id: XM_030649893.1), Protein
phosphatase 2A subunit (id: XM_030625838.1), E3
ubiquitin-protein ligase (id: XM_030633681.1) and
tubulin alpha-3 chain (id: XM_030654744.1)— for
C. sativa were selected according to Deguchi et al.
(2021), checked in each cDNA using the quantitative
PCR quantification (QPCR) and analysed with Visual
basic application for Excel (GeNorm) that automati-
cally calculates the gene stability (Vandesompele et al.
2002). 18S ribosomal RNA (18S) was then selected as
the reference gene for the standardisation.
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Real-time PCR analysis was performed on 3 independ-
ent samples for each treatment (biological replicates) and
each sample reaction was carried out in triplicate (tech-
nical replicates) in 96-well plates in a QuantStudio 5
Flex, a Real-Time gPCR system (Applied Biosystems by
Thermo Fisher Scientific), following the manufacturer’s
instructions. The gPCR program consisted of 10 min ini-
tial denaturation at 95 °C, and then amplification in a two-
step procedure: 15 s of denaturation at 95 °C and 60 s of
annealing and extension at a primer-specific temperature
for 40 cycles, followed by a dissociation stage. Data col-
lection was carried out at the end of each round in step 2.
These conditions were used for both target and reference
genes, and the absence of primer-dimers was checked in
controls lacking templates. The transcript levels were cal-
culated using the 272" method (Schmittgen and Livak
2008) and presented as relative units.

Data analysis

Statistical analysis was performed using the SPSS
25.0.0.1 software package. Data were analyzed by one-
way ANOVA and later Duncan’s multiple comparison
test. Significant differences were determined between
the values of each determination at p<0.05, according
to Duncan’s test. Values presented are means + SE.

Results

Physical and chemical characteristics of the
substrates

Physical properties of substrates are shown in Table 1.
Substrates S4 and S5 presented higher total poros-
ity, airspace and less bulk density than substrates
S1, S2 and S3, presenting S2 the lowest airspace and

Table 1 Physical properties of substrates: Total porosity,
air space, bulk density, available water (AW), reserve water
(RW), unavailable water (UAW). Values are the mean of 3

maximum bulk density. In case of water parameters,
S3 showed the most quantity of available water (AW),
followed by S1 and S5, whereas S4 accumulated the
less values of water availability. Reserve water (RW)
was highest in S2 followed by S3, been S4 the sub-
strate with less RW. The analysis of unavailable water
(UAW) showed that S3 had the highest value of
UAW. On the opposite, S1 and S2, in that order, were
the substrates which had less UAW.

The content of minerals (Table 2), macronutri-
ents and sodium (Na) (Table 2a) and micronutrients
(Table 2b), was determined in substrate samples. Na
showed differences among substrates being higher in
S4 and S5, followed by S1 and S3, while S2 had the
lowest concentration. Ca and Fe were higher in S4
and S5 substrates and minimum in S3. By contrary,
Mg and Zn were highest in S3 and lowest in S4 and
S5. S2 showed the second higher concentration of Mg
and Zn (followed by S1), and the higher P, B, Cu and
Mn values, which were minimum in S4 and S5. Also
S2 showed the highest concentration of K, followed
by S5 whereas, while S4 had the lowest K content.

The pH and the EC of the percolated watering
solution (Fig. 1) were analyzed. Both, pH and EC,
decreased over time in all substrates. In both meas-
urements substrate S4 presented the highest average
pH and EC values followed by S5. Both presented
significant higher values than S1, S2 and S3, which
not present significant differences among them at the
end of the experiments.

Physiological measurements

Plant height (Fig. 2a) grown on the different sub-
strates was measured over time. Plants grown on the
S3 substrate were significantly taller compared to all
other plants. The plants cultivated in S1 and S4 were

samples + SE. Means followed by different letters were signifi-
cantly different according to Duncan’s test (p <0.05)

Substrate Total porosity Air Space Bulk density AW RW UAW
(%) (%) (g em-3) (%) (%) (%)
S1 91+0.15b 23+1.43b 0.131+0.003b 29.8+3.42b 4.6+0.05d 25.5+0.97d
S2 91.6+1.16b 16+1.72¢ 0.155+0.007a 19.7+1.58¢ 11.5+0.01a 29.3+0.83¢c
S3 90.8+0.65b 17+0.84c 0.119+0.004¢ 38.9+1.92a 8.2+0.03b 34.3+0.76a
S4 96.6+2.97a 35+0.62a 0.089 +0.009d 7+0.53d 3.9+0.02¢ 32.5+0.83b
S5 94.4+1.38a 36+0.83a 0.09+£0.003d 25.6+1.64b 6.1+0.08c 32.4+0.84b
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Table 2 Analysis of mineral content in substrates: Macronutrients and sodium (a) and micronutrients (b) of each substrate. Values
are the mean of 3 samples + SE. Means followed by different letters were significantly different according to Duncan’s test (p <0.05)

a. Macronutrients and sodium (mmol/Kg DW)

Substrate Ca K Mg P Na
S1 40,968 +0,083c 530,719 £0,623c 53,396 +0.004b 130,579 +0.004b 5.224+0.008¢
S2 41,051 +0,002c 614,218 +£0,004a 54,777 £ 0,004b 143,955 +0,003a 3.795+0.005d
S3 38,476 +0,517d 534,752 +4,266¢ 73,581 +2,966a 112,468 +2,090c 4.959+£0.144c
S4 169,957 +0,201a 521,393 +£2,971d 43,442 +0,063c 16,615+1,208d 49.228 +0.176a
S5 153,324 +0,682b 570,852 +1,540b 42,208 +£0,063c 10,615+0,151e 46.435+0.144b
b. Micronutrients (mmol/Kg DW)
Substrate B Cu Fe Mn Zn
S1 2.164+0.002b 0.067 +0.003b 0.712+£0.004d 0.765 +0.006¢ 0.348 +£0.005¢
S2 2.390+0.004a 0.077+0.001a 0.821+0.003¢ 0.961 +0.002a 0.394 +0.002b
S3 2.057+0.387¢ 0.075+0.001a 0.581+0.005¢ 0.907+0.001b 0.406+0.002a
S4 1.195+0.009d 0.048 +0.003¢ 5.800+0.006a 0.679+0.002d 0.109 £ 0.004d
S5 1.005+0.003¢ 0.032+0.003d 4.010+0.006b 0.461+0.019% 0.090+0.009¢
a. 3.0 b.
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Fig. 1 pH (a) and electrical conductivity (b) of the substrates
measured during the development of the experiment. Each sub-
strate is represented with a different color: S1 brown, S2 pink,
S3 grey, S4 green and S5 purple. The points show the mean

the seconds in plant height and did not present sig-
nificant differences between them. Plants grown in
S5 substrate had the lowest height. The dry weight
of leaves and inflorescences were measured at the
end of the experiments (Fig. 2b). Plants grown on
S1 and S3 reached a significantly higher leaf dry
biomass compared to S2, S4 and S5. The plants
cultivated in the substrates S3 and S4 presented
the highest yield in the dry weight of the inflores-
cence, followed by plants cultivated in S1 without
significant differences. The S5 substrate presented
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Measurement days

of 6 plants+ SE. Means of each day followed by different let-
ters were significantly different according to Duncan’s test
(»<£0.05). The graph was made with SigmaPlot 14.5

the lowest quantity of dry leaf and inflorescences
biomass.

SPAD values (Fig. 3) measured weekly in fully
developed young leaves, indicate the concentration
of chlorophyll both in the vegetative stage and in
the reproductive stage. The results showed a lot of
variations during the experiment with significant
differences among treatments. Plants grown on
substrates S1, S2, S3 and S5 presented strong vari-
ations during time course of the vegetative stage.
S3 generally presented significantly the highest



Plant Soil (2024) 495:469-485

475

Fig. 2 Average height a.

and Average dry weight of
the leaves and the inflo-
rescence of plants grown

in different substrates. (a)
Average height of plants
grown in different sub-
strates measured during the
development of the experi-
ment Each substrate is
represented with a different
color: S1 brown, S2 pink,
S3 grey, S4 green and S5
purple. The points show the
mean of 6 plants + SE. (b)
Average dry weight of the
leaves and the inflorescence
of plants grown in the dif- 0!

Plant height (cm)

ferent substrates. Values are 0
the mean of 3 samples + SE.

Means of each day fol-

lowed by different letters

were significantly different b.

40
Days after planting

according to Duncan’s test
(p<0.05). The graph was

made with SigmaPlot 14.5

Substrate Leaves DW (g Plant™) Inflorescence DW (g Plant™)
S1 14.18 £ 1.22a 12.22 £ 0.90a
S2 9.53+1.18b 11.48 £ 0.84a
S3 15.69+1.77a 13.16 + 1.51a
sS4 9.49+1.28b 13.38+ 1.37a
S5 8.78+1.82b 8.83 £ 0.95b

values in reproductive stage, followed by S1 and
S2. Plants grown on the S4 substrate presented the
lowest values with significant differences during

70

60 4

[}
w

50 4

SPAD

40 A

30 1

20 T T T T
0 20 40 60 80 100

Days after planting

Fig. 3 SPAD values of plants grown in the different substrates
measured during the development of the experiment. Each sub-
strate is represented with a different color: S1 brown, S2 pink,
S3 grey, S4 green and S5 purple. The points show the mean of
6 plants + SE. The graph was made with SigmaPlot 14.5

all the experiment compared with the rest of the
plants.

The efficiency of photosystem II (Fig. 4) showed
that plants grown on the substrate S1 and S3 presented
the highest efficiency and non-significant differences
between them, followed by plants grown on S2 and S5,
also without significant differences. The plants culti-
vated on S4 substrate presented the lowest efficiency.

Figure 5 shows the transpiration rate of plants grown
on different substrates at the end of the experiment. The
plants cultivated on substrate S1, followed by plants grown
on S3, presented the highest transpiration rate. Plants cul-
tivated on S4 and S5 showed low levels of transpiration
with no significant differences between them. Plants culti-
vated on S2 showed the lowest transpiration rate.

Nutrients content
Table 3 shows the concentration of macronutrients

(Table 3a) and micronutrients (Table 3b) of leaves
of plants grown on different substrates. Plants grown
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micronutrients (Table 4b). In general, plants grown
on S1 and S3 showed the highest nutrients accumula-
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T 0° all nutrients measured with K exception. In general,
- b a b S2 plants presented the lowest content in almost all
L_L_> ¢ the nutrient in leaves (N, Ca, Mg, S, B and Cu), being
E 0.8 significant in case of B and Cu respect to all other
2 substrates. B presented its highest values in S5 plants
§ 07 followed by S3 and Zn was similar in all leaves.

g The concentration of all mineral nutrients
2 was determined in samples of dry inflorescences
t°>; 06 (Table 4), divided in macronutrients (Table 4a) and
s

L2

&

S1 S2 S3 S4 S5

Fig. 4 Efficiency of photosystem II of plants grown in the dif-
ferent substrates. Each substrate is represented with a different
color: S1 brown, S2 pink, S3 grey, S4 green and S5 purple.
Values are the mean of 6 samples + SE. Means followed by dif-
ferent letters were significantly different according to Duncan’s
test (p <0.05). The graph was made with SigmaPlot 14.5

Transpiration (g H20 / g plant-1)

S1 S2 S3 S4 S5

Fig. 5 Transpiration of the cannabis plants grown in the dif-
ferent substrates. Each substrate is represented with a different
color: S1 brown, S2 pink, S3 grey, S4 green and S5 purple.
Values are the mean of 6 samples + SE. Means followed by dif-
ferent letters were significantly different according to Duncan’s
test (p <0.05). The graph was made with SigmaPlot 14.5

in S3 presented the highest content of N followed by
S4 and S5 plants. Ca content did not present changes
in the leaves of the plants of any of the substrates. K
was higher in the leaves of plants grown in S4 and S5,
while these plants presented the lowest Fe and Mn
contents. By his side, plants grown in S1 presented
the highest contents of P, Cu, Fe and Mn in leaves,
followed by S3 plants, which presented high values in
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tion in the inflorescences, with the highest values in
almost all nutrients (Mg, P, Cu, Fe, Mn and Zn). By
contrary, Plants cultivated in S2 showed the lowest
content in all nutrients, with significant lower values
in Ca, Mg and Cu contents. The N, K and B content
in the inflorescence of the plants grown on the differ-
ent substrates did not show significant differences.

Concentration of CBD

The content of cannabidiol (CBD) in the inflores-
cences of plants grown in the different substrates
showed significant differences (Fig. 6). The inflores-
cences of the plants grown on S4 substrate, presented
the highest CBD content followed by plants from S3
substrate, then S1 plants and finally S2 and S5 plants,
being the flowers of plants grown in S5 substrate the
ones that presented the lowest content of CBD.

Expression of the aquaporins

The analysis of the expression of the PIP aqua-
porins in leaves (Fig. 7) revealed that the plants
cultivated on S5 showed the highest expression
of the analyzed PIPsl aquaporins (Fig. 7a, 7b, 7c
and 7d), and these plants had significant differ-
ences compared with the plants grown on the other
substrates. Plants grown on the rest of substrates
showed no differences in their PIP1.1, PIP1.2 and
PIP1.3 expressions, while PIP1.4 of plants grown
on S4 had the second highest expression of this
aquaporin, followed with no significant differences
by plants grown on S2. Plants cultivated on S1
showed the lowest PIPI.4 expression. In relation
to the expression of PIPs2 (Fig. 7e, 7f, 7g and 7h),
significant differences were also observed between
the plants grown in the different substrates. PIP2.1
showed a significant higher expression in plants
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Table 3 Analysis of mineral content in cannabis leaves: Foliar macronutrients (a) and Foliar micronutrients (b) content. Values are
the mean of 3 samples + SE. Means followed by different letters were significantly different according to Duncan’s test (p <0.05)

a. Foliar macronutrients (mmol/Kg DW)

Substrate Ca K Mg P S N
S1 277.54+33.58a 1082.24 +29.75¢ 94.50+4.06b 207.29+5.03a 101.21+0.06b 2867.26 +42.26b
S2 230.61+33.53a 1236.99 +57.43bc 90.14+7.13b 171.67+2.93b 98.73+5.52b 3080.64 +40.39ab
S3 327.91+46.73a 1243.31+40.24bc 121.05+11.57a 172.79+7.51b 127.84+5.70a 3282.73+117.92a
S4 300.64+13.95a 1498.51+67.90a 120.64+2.27a 148.20+16.27b  106.40 +3.96ab 3187.28+75.61a
S5 351.85+45.07a 1375.74 +94.28ab 137.51+8.87a 147.58 +2.89b 121.65+13.98ab 3181.16+89.02a
b. Foliar micronutrients (mmol/Kg DW)
Substrate B Cu Fe Mn Zn
S1 4.097+0.379abc  0.123+0.009a 1.524+0.101a 1.002+0.094a 0.599 +0.028a
S2 2.925+0.227¢ 0.065+0.003b 1.166+0.015b 0.927+0.037ab  0.534+0.035a
S3 4.512+0.257ab 0.118+0.013a 1.519+0.101a 0.875+0.108ab  0.589+0.061a
S4 3.314+0.185bc 0.097+0.010a 0.816+0.115¢ 0.719+0.048b 0.491+0.031a
S5 5.245+0.865a 0.104 +£0.008a 1.157+0.060b 0.866+0.083ab  0.584 +0.093a

Table 4 Analysis of mineral nutrients in cannabis inflores-
cences: Inflorescences macronutrients (a) and inflorescences
micronutrients (b). Values are the mean of 3 samples+SE.

Means followed by different letters were significantly different
according to Duncan’s test (p <0.05)

a. Inflorescences macronutrients (mmol/Kg DW)

Substrate Ca K Mg P S N
S1 155.76 +14.76a 1054.36 +7.61a 115.97+1.8%a 327.76 £11.05a 104.23+9.34a  3388.30+56.09a
S2 60.98 +21.21b 1132.25+34.39a 60.15+8.72¢ 227.10+16.65b 91.81+10.35a  3335.57+79.51a
S3 147.78 +£19,29a 977.84 +£40.95a 122.45+8.21a 239.52+5.78b 105.80+5.41a  3326.97+170.41a
S4 110.44 +2.54ab 1060.77 +£69.35a 89.51+2.71b 231.10+8.35b 105.16+2.81a  3441.40+195.92a
S5 158.21+19.26a 1011.26 +62.99a 94.29+3.03b 230.13+11.07b 101.61+0,20a  3632.94+238.22a
b. Inflorescences micronutrients (mmol/Kg DW)
Substrate B Cu Fe Mn Zn
S1 2.086+0.105a 0.235+0.023a 1.886+0.009a 1.212+0.098a 1.189+0.030a
S2 1.819+0.104a 0.066 +0.007c 0.883 +£0.098b 0.517+0.118b 0.879 +0.069b
S3 2.216 +£0.045a 0.153+0.012b 1.403 +0.095ab 1.072+0.114a 0.994 +0.004ab
S4 2.018+0.136a 0.123 +0.009b 0.854+0.256b 0.655+0.044b 0.953 +0.147ab
S5 2.430+0.352a 0.128+0.017b 1.191+£0.218b 0.739+0.022b 0.883+0.071b
grown on S4 substrate (Fig. 7e), followed by S2 Discussion

and S3 plants. PIP2.2 and PIP2.7 had a similar
expression pattern, S5 showed the highest expres-
sion, whereas plants cultivated on the others sub-
strates showed no significant difference among
them. In case of PIP2.3 expression, plants grown
on S5 showed the highest expression of this aqua-
porin followed, without significant differences, by
plants grown in S3. Plants cultivated on S1, S2 and
S4 did not show any significant differences among
them in PIP2.3 expression.

It is known that substrates present physical-chemi-
cal characteristics which will influence plants growth
and development. Cannabis plants require high
amount of water, especially during their vegetative
stage (Adesina et al. 2020). In that sense, S3 was the
substrate with high AW, UAW and RW, showing a
great capacity to support water requirements of can-
nabis. Additionally, S1, which had high available
water (AW), exhibited favorable characteristics for
cannabis growth. Both substrates contained peat in
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CBD (%)
S

S1 S2 S3 S4 S5

Fig. 6 Cannabidiol (CBD) content present in the inflores-
cences of cannabis plants grown in the different substrates.
Each substrate is represented with a different color: S1 brown,
S2 pink, S3 grey, S4 green and S5 purple. Values are the mean
of 3 samples+SE. Means followed by different letters were
significantly different according to Duncan’s test (p <0.05).
The graph was made with SigmaPlot 14.5

their composition and shared similar physical prop-
erties, such as low porosity, limited air space, and
a high amount of AW. On the other hand, S2, com-
posed of 70% coconut fiber but lacking peat, dis-
played air space and porosity similar to those of S3
and S1. However, its AW was significantly reduced,
while residual water (RW) content was the highest.
This suggests that the perlite content may be related
to this parameter. In other way, coconut fiber sub-
strates, known to have high aeration capacity but low
water retention was related to the high total porosity
and air space S4 and S5 substrates, but lower bulk
density and lower total available water (AW and RW)
appeared.

It has been reported that pH influenced greatly
the nutrient absorption of plants depending soil
composition (Sarkar and Wynjones 1982). During
the assays, the pH gradually decreased in all the sub-
strate percolates. These results are consistent with
those reported by Caplan et al (2017), who observed
a gradual decrease in pH over time. Some authors
reported that cannabis plants yield was the highest
when soil pH was 6.6-6.8 (Coffman and Gentner
1975) due to nutrient availability. In this sense,
S1, S2 and S3 has optimal values, while S4 and S5
showed the highest values of pH in the filtered solu-
tion (from 7.9 to 7.7 in S4 and from 7.6 to 7.3 in S5)
which is above the optimal pH for cannabis growth.
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Electric conductivity (EC) of watering solution
also exerts an influence in plant growth, and it has
been reported a negative correlation between plant
growth and EC on hemp (Anderson et al. 2021).
In our results, S4 showed the highest EC (2.5 mS
cm™!) compared with the others, followed by S5 (1.5
mS cm™!). As the irrigation of all plants was done
with the same growth solution, we assume that this
difference in EC might be due to the different sub-
strate composition. Both, S4 and S5, were made
with>90% coconut fibre but with different water
retention due to the small amount of perlite in S5,
and analysing the mineral composition, both had the
highest levels of Na, Ca and Fe compared to all the
others substrates, being higher in S4 than S5. Thus,
we can assume that EC differences in our substrates
were mainly due to Na, Ca and Fe contents.

To analyse the effect on plant growth and devel-
opment induced by the substrates, plant biomass
and physiological parameters were measured.
Plants grown on S1 and S3 had the highest amount
of leaves per plant, high height and inflorescence
production, being those parameters greater in
S3 plants. In agreement, these S1 and S3 plants
showed high amount of chlorophylls and were the
ones which showed the highest efficiency in the
photosystem II (85%). It has been reported that
the increase of AW in soils enhances transpiration,
stomatal conductance and maximum net assimila-
tion rate, resulting in higher photosynthetic capac-
ity in species such as Robinia pseudoacacia (Liu
et al. 2013) or Jatropha curcas (Pérez-Vazquez
et al. 2013). This has also been reported in wild
Medicago arborea and Medicago citrina (LEFI
et al. 2004) and in grass species such as Agrostis
capillarus (Joseph et al. 2014). Also in that sense,
S1 and S3 plants showed the highest levels of
transpiration, as a direct consequence of the high
amount of AW, pointing to a great importance of
apoplastic pathway in cannabis when high level of
water was available. Besides, their mineral con-
tent is slight different, with S3 having the great-
est amounts of Mg, Cu, Mn and Zn, and the high-
est amount of water in all stages (AW, UAW and
RW), so it can be assumed that these characteris-
tics enhanced greatly plant growth in S3. It seems
that perlite presence in the composition increase
reserve water and nutrients retention in these
substrate.
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Fig. 7 Relative expression
of PIPs genes (a) PIP1.1,
(b) PIP1.2, (¢) PIP1.3

(d) PIP1.4 (e) PIP2.1 (f)
PIP2.2 (g) PIP2.3 and (h)
PIP2.7 in cannabis leaves
of plants grown in the
different substrates. Each
substrate is represented
with a different color: S1
brown, S2 pink, S3 grey, S4
green and S5 purple. Each
value represents the mean
of 3 young leaves mix from
3 different plants with 3
technical replicates of each
measurement + SE. Means
followed by different letters
were significantly different
according to Duncan’s test
(p<£0.05). The graph was
made with SigmaPlot 14.5

S1

Coconut fiber has been commonly considered as a
good substrate for cannabis because it presents high
aeration capacity, even when it has little total and eas-
ily available water retention (Abad et al. 2005; Var-
gas-Tapia et al. 2008), but in a study carried out by
Burgel et al. (2020), they found that cannabis plants

S2 S3 S4 S5

. PIP2.12

S1 82 S3 S4 S5

grown in a substrate composed of 100% coconut fiber
had lower height in relation to plants grown in peat
or peat+green fiber, which is consistent with our
results. Indeed, plants grown on S2 and S5 showed
less plant height, leaves and inflorescences com-
pared with plants grown on substrates with peat in its
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composition. Nevertheless, between them, S2 plants
grew better, being higher and showing more number
of inflorescences than S5 plants. These differences
can be partially explained because substrates were
made with coconut fibre, but differed in their quantity
(70% in S2 and 90% in S5), which affected directly
to porosity, air space and available water. Therefore,
this parameter was lower in S2, while bulk density
and reserve water were greater in S2 substrate. Again,
higher perlite content seems to have an effect in
increased RW and nutrients retention. Also, the con-
tain of perlite altered the percolated solution, which
has less pH and EC in S2 than S5. So, the higher % of
perlite in substrates mixed with coconut fibres favours
plant growth and development, probably by reducing
drainage and lowering pH and EC of watering solu-
tion to more adequate levels for hemp growth.

It should be noted that the lower availability of
water in substrates based on coconut fiber (S2, S4
and S5) generated a reduction in the transpiration
rates of the plants that grow on them, which could
be a symptom of water stress (Aroca et al. 2007) that
could be leading to the reduction of vegetative growth
and leaf development. In that sense, is interesting that
plants cultivated on S4 (100% coconut fibre) were
the second tallest (equally with S1) and had similar
amount of inflorescences to S3, but they had much
less leaf biomass with the lowest levels of chloro-
phylls (SPAD) and photosynthetic efficiency, as well
as low transpiration rate, indicating that a putative
stress situation was widely affecting these plants. The
variations in SPAD values among the different sub-
strates and growth stages were likely due to a com-
bination of factors, including substrate composition
and plant growth stage. As each substrate had distinct
characteristics, such as nutrient content, pH levels,
and water retention capacity, the differences have
significantly impacted photosynthetic efficiency. In
this way, the experiment monitored SPAD values in
fully developed young leaves during both the vegeta-
tive and reproductive stages of plant growth has been
reported to vary between these stages due to chang-
ing physiological requirements (Zhang et al. 2021) In
the vegetative stage, plants focus on leaf development
and photosynthesis, while in the reproductive stage,
energy may be redirected towards flowering and seed
production.

This stress could be attributed to substrate physi-
cal properties, as it was the substrate with lowest AW
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and RW contents and highest pH and EC values, not
optimal for cannabis vegetative growth. However, the
stress situation leads to greater flowering and, as we
will discuss later, greater accumulation of CBD.

The analysis of mineral content of leaves showed
that there was a positive correlation between growth
and the content of Fe. Fe content in leaves is neces-
sary to photosystems structure and function (Higuchi
and Saito 2022) and in our experiments it was directly
correlated to this parameter, being efficiency in the
photosystem II maximum in S1 and S3 plants and
with lowest values in S4 plants. The nutrient uptake
by plants and their growth has been reported to be
modulated by physical properties of soils (Raviv et al.
2004; Soong et al. 2020). In this sense, we observed
that S1 and S3 somehow enhanced mechanisms
to boost Ca and Fe uptake when these cations were
available. The availability of Fe was strongly depend-
ent on pH (Kim and Guerinot 2007) and the corre-
lation between pH in the substrate percolate and Fe
content in leaves was clear in our results. Also, the
high transpiration levels, which improve transport
of Fe and Ca by apoplastic pathway to the leaves,
(Kim and Lou 2007; Pathak et al. 2021) could be the
driven way in the nutrients transport in S1 and S3
plants. Interestingly, S2 substrate presented the high-
est values of K, P, B, Cu and Mn and high amount of
RW that could, at a given moment, be available for
the plants. However, this water and nutrients could
be retained in the substrate by the high perlite con-
tent, but not being absorbed by the plants, resulting
in lower levels of nutrients in the leaves and inflores-
cences of those plants compared to all other plants,
driving to reduced growth, leaves and inflorescences
DW compared to S1 and S3 plants. Again, the low
level of transpiration in this case, seemed to be key
in the absorption of water and nutrients in cannabis,
which pointed to a great importance of the apoplastic
pathway in the growth and develop of cannabis plants
in relation to water and nutrients transport.

By other side, S4 and S5 showed lower levels of
Fe and Mn in leaves. Between them, Fe was abun-
dant in these substrates, but the uptake of Fe was
repressed, especially in S4, probably due to the high
pH and EC that percolated solutions showed. Inter-
estingly, S5 presented the highest accumulation of
B in leaves, being this substrate the one with less B
content, pointing to a boosted uptake and transport
of B in those plants. Although is commonly accepted
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that boron transport is mainly by passive diffusion
through the lipid bilayers (Dannel et al. 2002; Bar-
row and Hartemink 2023), some proteins belonging
to the major intrinsic protein family (MIP) such as
zmPIP1 or atPIP1.1b aquaporins have been reported
to transport B (Dordas et al. 2000; Takano et al. 2006;
Lopez-Zaplana et al. 2022). Taking into account the
previous fact, and that plants cultivated on S5 showed
the highest expression of PIPs, it suggests that S5
plants enhance B uptake at least partially by increas-
ing their PIPs expressions.

In plant inflorescences, the mineral contents were
in agreement with previous data. In general, inflores-
cences accumulated higher levels of nutrients in S1
and S3 plants, followed by S5 plants, and plants cul-
tivated in S2 and S4 showed lower content in almost
all nutrients, being Ca, Mg and Cu lower in S2 plants.
All this data strongly points to water availability as
main factor in nutrient uptake in both, vegetative and
reproductive stages of cannabis.

Levels of CBD in inflorescences were also meas-
ured. It has been reported a positive correlation
among plant growth and CBD content in hemp cul-
tivars (Kakabouki et al. 2021), which was in correla-
tion with our results. In this way, S3 and S1 showed
highest levels of CBD, and better growth parameters,
while S5 plants had the lowest inflorescence produc-
tion, CBD content, and growth. This results were
expected, as the plants that have optimal growth con-
ditions can invest energy in the production of second-
ary metabolites while plants with slower development
will tend to use their resources in growth. However,
S4 plants showed the highest amount of CBD. Can-
nabinoids such as CBD are also synthetized by plants
in response to some stresses such as drought (Caplan
et al. 2019; Kostanda and Khatib 2022). Drought
stress during the cultivation of medicinal plants
should mainly result in increased biosynthesis of sec-
ondary metabolites (Kleinwichter and Selmar 2015).
In a study carried out by Caplan et al. (2019) they
evaluated the effects of drought on the dry weight
of cannabis inflorescence and cannabinoid content
by applying drought stress. They found that drought
increased the yield of cannabinoids, with a 67%
higher CBD yield than the control. Plants experienc-
ing drought or flooding may adjust their morphology
to optimize root water uptake while decreasing the
rate of leaf photosynthesis, thus changing the pro-
duction of growth and defense metabolites (Mundim

and Pringle 2018). In this way, knowledge of the
responses of the genotype under different conditions
is required for the extraction of secondary metabo-
lites from the cultivation of medicinal plants. This is
because the abiotic factors considered ideal for the
development of the plants may not be the same ones
that promote an increase in the synthesis of second-
ary metabolites (Trancoso et al. 2022). The main dif-
ference between S4 and S5 is due to the presence of
small amounts of perlite (10%) in S5, but both sub-
strates mainly consist of coconut fiber. This differ-
ent composition exclusively affects the AW and RW,
which are higher in S5, while the S4 substrate has the
lowest amount of AW among all the analyzed sub-
strates. This, together with all physiological param-
eters, suggests that S4 plants suffered from high stress
caused by the lack of water. Thus, it seems that S4
and S5 plants are dealing with water stress. S4 plants
invest energy in growing their production of inflores-
cences and accumulating protective molecules such
as CBD, while S5 plants invest in improving nutrients
and water absorbance and mobilization. The AW in
the substrate is the main factor responsible for the dif-
ferent behavior.

Results indicate that water relations were crucial
in growth and development of cannabis pointing to a
strong dependence of substrates available water. In this
way, when the water available for plants was lower (S2,
S4 and S5), transpiration of the plant was reduced and
water transmembrane transport acquired great signifi-
cant roll. In our results, almost all the PIPs (all PIP1s,
PIP2.2, PIP2.3 and PIP2.7) were overexpressed in
leaves of plants grown on S5 compare with plants cul-
tivated in all other substrates. These plants showed the
lowest height, leaves and inflorescences dry weight, but
interestingly, although S5 substrate showed the lowest
levels of nutrients, S5 plants accumulated higher levels
of macro and micronutrients in leaves, especially strik-
ing in the case of B, Mn and Zn, and S5 substrate pre-
sented high total water amounts (AW +RW) that could
be still accessible for plants. These facts, together with
higher expression of the PIPs, suggested that plants
in S5 were induced to transport higher levels of water
and nutrients to the leaves in order to stimulate veg-
etative growth under unfavorable conditions, and that
PIPs were directly involved in this adaptation, usually
by overexpression of PIPs (Li et al. 2015, 2021; Zhang
et al. 2020; Yang et al. 2022b). By contrary, plants
grown on S2 and S4 which had low access to water,
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showed water preservation responses, with low tran-
spiration levels and no changes in PIPs expression in
contrast to the upregulation of PIPs in S5 plants. Plants
had mechanisms to cope with dehydration, and one of
them is the repression of PIP genes (Surbanovski et al.
2013; Kelly et al. 2017). Curiously, the only PIP iso-
form that is higher in those S2 and S4 plants in com-
parison to S5 plants was PIP2.1, which was the most
expressed aquaporin in our experiments. This aqua-
porin presented its higher gene expression values in
S4 plants, followed by S2 and S3 plants. In that sense,
it seems that the expression of PIP2.] has some rela-
tionship with the mobilization of water or nutrients
towards the inflorescences, improving their production
and somehow related to CBD accumulation, which
are stimulated in S2, S3 and specially in S4 plants in
comparison to plants grown in S5. Since PIP2 family
has been reported to be involved in flowering stage in
plants such as Gentiana scabra (Nemoto et al. 2022)
or rose (Ma et al. 2008), the high expression of PIP2.1
could be the key to promote flowering in cannabis.

Another interesting pattern was showed by PIP1.4.
This aquaporin isoform had general low levels of
expression but it was higher in S2, S4 and maximum
in S5. It has been usually described that PIPs aqua-
porins were regulated in plants under water stress,
with specific isoforms upregulated in leaves (Barzana
et al. 2021), specifically many PIPs1 has been associ-
ated to water and gas exchange functions and stoma-
tal behavior and ROS detoxification (Rodrigues et al.
2017). It seems that PIP1.4 could be playing a role in
response to low water availability, counteracting the
reduced transpiration or playing a role in mitigating
the water stress situation.

Also in optimal conditions, aquaporins mediated
water transport could make the difference in behavior
between plants growth and development. In this way,
S1 had highest transpiration rates but, however, S3
plants grew better than S1 plants. This can be partially
ascribed to physical properties of the substrates, because
S3 accumulates more water (AW +RW), presenting high
water availability. In this sense, some aquaporin iso-
forms were highly expressed in leaves of S3 plants but
not in S1 plants, pointing to the significance of the cell
to cell pathway to cooperate with the apoplastic pathway
to improve growth when high amount of water was still
available in substrates. These isoforms were PIP2.1 and
PIP2.3, which has been described as important in leave
tissues (Guerriero et al. 2019). PIP2.3 was higher in S5
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and S3 and seems to have a role in elongating stem and
leaf tissues, been related to vegetative growth more than
inflorescence production. All these data suggest that the
aquaporins-mediated water transport in cannabis play
key roles in both, optimal and water stress conditions.

Concluding remarks

Data obtained showed that AW in substrates was the
main factor affecting cannabis growth. Substrates with
peat in its composition accumulate more AW and apo-
plastic pathway promoted by transpiration seems to be
clue to water and nutrients uptake in the plants grown
in this substrates. By his side, substrates composed
mainly by coconut fiber had lower AW giving rise
to water stress. The plants grown on these substrates
reduced the transpiration rate with consequences in
water and nutrients uptake affecting vegetative growth
and leaves development. However, the symplastic
pathway related to aquaporins played key roles when
sufficient water was still available in substrates in both
cases: in plants grown under optimal water conditions,
where the improved expression of some PIP isoforms
made a difference in growth, production, and higher
CBD concentration; and in stressed plants grown in
coconut fiber, where PIPs promoted growth and nutri-
ent accumulation if there was still some water avail-
able in the substrate. Specifically, PIP2.3 appears to
be related to vegetative growth, while PIP2.1 is some-
how involved in better inflorescence production, and
PIP1.4 could be associated with the response to water
stress. All the data suggest that the aquaporins-medi-
ated water availability is crucial for an optimal use
of the water present in the substrates. These findings
contribute to determine the role of aquaporins in can-
nabis growth and the optimization of cultivation meth-
ods as an initial step for investigate in more detail the
functionality and regulation of specific aquaporin iso-
forms, such as PIP2.3, PIP2.1, and PIP1.4, in canna-
bis plants. Determine their precise roles in water and
nutrient uptake, especially under different environ-
mental conditions and stress levels. This could involve
molecular biology techniques like gene expression
analysis and protein profiling. Also, experiments with
different substrate blends, including variations in peat
and coconut fiber ratios, will help to find the optimal
mix that balances water retention and drainage for
cannabis growth.
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CAPITULO

Optimizacion del cultivo de ardndano
y cannabis en sustratos sin suelo:
Efecto del tipo de sustrato sobre el

desarrollo y la calidad.







Capitulo Il

Capitulo 1l: Optimizacion del cultivo de arandano y cannabis en

sustratos sin suelo: Efecto del tipo de sustrato sobre el desarrollo y la

calidad.
Introduccion

La agricultura contemporanea enfrenta desafios significativos relacionados
con la sostenibilidad, la eficiencia en el uso de recursos y la necesidad de
incrementar la productividad para satisfacer la creciente demanda alimentaria y
de productos agricolas especializados. En este contexto, los sistemas de cultivo
sin suelo han emergido como una alternativa para reducir la aplicacién de
contaminantes al suelo y permitir una agricultura de precision (Atzori et al., 2021).
Por lo tanto, es esencial la determinacién de las propiedades fisicas y quimicas de
los sustratos para un uso eficaz, ya que estas condicionan el potencial productivo
de las plantas al constituir el medio en el cual se desarrollan las raices, influyendo
en el crecimiento y desarrollo vegetal (Lemaire, 1995). En este sentido, materiales
como la fibra de coco, la turba y la perlita, podrian ser buenos candidatos para
cultivos como el arandano o el cannabis debido a su alta capacidad de retencion
de agua (Schreiber et al., 2021).

En este contexto, el presente estudio (que se corresponde con el Capitulo 11
de esta tesis doctoral) tuvo como objetivo principal evaluar el desarrollo, la
respuesta fisioldgica y la calidad de las plantas de arandano (Vaccinium
corymbosum L.) y cannabis (Cannabis sativa L.) cultivadas en diferentes
composiciones de sustrato. Para alcanzar este propdsito, se establecié una relacion
entre las propiedades microbioldgicas, quimicas y fisicas de los sustratos y
variables clave como el crecimiento vegetal y el estado nutricional mineral de las
plantas. Adicionalmente, se analizo la calidad de la produccién en funcion de las
respuesta fisioldgica, considerando la influencia directa de la composicion del

sustrato sobre dichos procesos.
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Materiales y métodos

2.1.1 Material vegetal y disefio experimental

El estudio se llevo a cabo en un invernadero cubierto de vidrio ubicado en
la Seccion Agroforestal de la Universidad de Murcia, Espafia, bajo condiciones
de ciclo luminico con 14 horas promedio de luz y 10 h de oscuridad, con una
temperatura controlada de 25 y 20°C (dia/noche), y una humedad relativa de 70 y
80% (dia/noche). Para el cultivo de ardndano, se utilizaron plantas de Arandano
de la variedad Legacy (V. corymbosum L) de aproximadamente 60cm de altura en
macetas de un litro de capacidad. Este material fue proporcionado por una
empresa de viveros (Viveros Arandanos el Cierron, Asturias, Espafia). Las plantas
se seleccionaron en base a la similitud en altura y se plantaron en macetas de 35L
con 4 sustratos experimentales diferentes, compuestos por: 1. fibra de coco (70%)
con turba (30%), 2. fibra de coco (90%) con chips de madera (10%), 3. fibra de
coco (90%) y perlita (10%), 4. fibra de coco (100%). Las plantas se colocaron con
una separacion de 1,5 m entre hileras y 0,5 m entre macetas en la misma hilera.
Las plantas (20 por sustrato) se cultivaron durante 5 meses, de mayo a septiembre.
Los sustratos se lavaron con abundante agua destilada. El pH inicial se midi6 con
un medidor de pH, pH-25 (Hach, Duisseldorf, Alemania) y la CE con un medidor
de CE CM 35 (Hach, Dusseldorf, Alemania), a partir de 50 ml de lixiviado de
planta. La cosecha de ardndano se realiz6 de forma manual. La fruta recolectada
de cada planta se pesod, se midio el tamafio con un pie de rey y se colocé en bolsas
debidamente etiquetadas. Se almacenaron a -80°C, para su posterior analisis. La

cosecha se realiz6 semanalmente durante 3 semanas en el mes de julio.

Por su parte, para el cultivo de cannabis, se utilizaron semillas de caiamo
(Cannabis sativa L.). Estas semillas fueron previamente hidratadas y germinadas
en bandejas con vermiculita/perlita (en una proporcion 50/50) a 28°C. Una vez
germinadas, se transfirieron a macetas redondas de 9cm de didmetro con 50% de
vermiculita y 50% de perlita, una planta por maceta. se llevaron a una cdmara de
cultivo de ambiente controlado con 70-85% de humedad relativa (HR), 25-30°C,
485 ppm de CO:2 y una radiacion fotosintéticamente activa (PAR) de 400 +
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50pumol m™2s™* con un fotoperiodo de 18h/6h (dia/noche). Después de 30 dias, el
experimento se trasladé al mismo invernadero cubierto de vidrio ubicado en la
Seccion Agroforestal de la Universidad de Murcia, Espafia. Para ello, las plantas
se trasplantaron a macetas de 15 cm de diametro con los 5 sustratos
experimentales diferentes utilizados y descritos en el capitulo I: 1. fibra de coco
(70%) con turba (30%), 2. fibra de coco (70%) con perlita (30%), 3. fibra de coco
(60%) con turba (30%) y con perlita (10%), 4. fibra de coco (100%), 5. fibra de
coco (90%) y perlita (10%). El disefio experimental fue completamente aleatorio
con 6 plantas para cada uno de los 5 tipos de sustrato. La cosecha se realizo justo
antes de iniciar el proceso de floracién, ya que la produccion de fibra de cafiamo
no requiere de la produccién floral, y se tuvo en cuenta el peso total de la planta

para obtener la produccion de biomasa util.

El sistema de riego consistid en riego por goteo (4L/h), colocando un gotero
por cada planta. Las plantas se regaron 2 veces al dia, cada riego de 5 minutos
durante los primeros meses, hasta el final del verano, luego se redujo el riego a 2
minutos. Se utilizo la solucion universal de Hoagland y se ajusté el pH a 5,0 para
arandano, mientas que se dejo a 5.5 para cannabis. La composicion de la
disolucion fue de KNOs (6mM), Ca(NOs)2 (4mM), KH2POs (ImM), MgSOs
(ImM), H3BO3 (25uM), MnSQOa4 (2uM), ZnSO4 (2uM), CuSOa4 (0.5uM), H2MoO4
(0.5uM) y Fe-EDDHA (20 pM). El experimento completo se realizd por

triplicado.

2.1.2 Caracterizacion de los sustratos

Para el andlisis fisico de los sustratos de arandano, se utiliz6 un volumen
de 20 L de cada sustrato. La granulometria se realiz6 en una muestra seca a 40 °C.
El espacio poroso total (TPS), la densidad aparente (AD), densidad de particula
(PD) el agua disponible (AW), el agua de reserva (RW) y el agua no disponible
(UAW) se determinaron de acuerdo con Hartmann et al., (1974). Para el anélisis
del contenido mineral, el sustrato previamente liofilizado y finamente molido de
5 muestras se digirio6 con HNO3:HCIO4 (2:1). Los elementos se detectaron

mediante un ensayo de plasma acoplado inductivamente (ICP) (Optima 3000,
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PerkinElmer). A lo largo del experimento, el pH y la conductividad eléctrica (CE)
en la solucion drenada se midieron 4 veces. Se midio en el percolado de las
disoluciones de drenaje mediante un medidor portatil de pH/CE CM 35 (Hach,
Dusseldorf, Alemania). Ademas, con el fin de comprobar la presencia de
enterobacterias, se prepararon disoluciones a partir de los diferentes sustratos y se
realizaron diluciones seriadas para posteriormente realizar siembra en agar

Mc.Conkey.
Para el caso del cultivo de cannabis, se tuvo en cuenta la caracterizacion de
los sustratos realizada previamente en el capitulo | (Ortiz-Delvasto, Garcia-

Gomez, et al., 2023).

2.1.3 Parametros fisiol6gicos y bioguimicos

Se midid la altura para el cultivo de arandano y para el cultivo de cannabis
de 6 plantas cultivadas en cada tipo de sustrato una vez por semana durante los
experimentos. Esta medicion se realizo utilizando una cinta métrica desde la base

del tallo hasta el pice de la planta.

La tasa de crecimiento relativo (RGR) se realizo seleccionando y marcando
tres hojas por cada planta, a las que se les realizaron cuatro mediciones del area
foliar tanto en plantas de arandano como de cannabis, con un intervalo de 8 dias
entre cada medicion. Este procedimiento se realizo in situ dibujando el contorno
de la hoja en una hoja de papel y posteriormente mediante el programa ImageJ se
calculo el area, para posteriormente obtener la tasa de crecimiento relativa
aplicando la siguiente ecuacion: RGR= (Ln A2-Ln A1)/ (t1-t2)

El contenido mineral se analiz6 en las hojas de plantas de cannabis, asi
como, en hojas y fruto (bayas) de plantas de arandano a partir de material seco.
Las concentraciones minerales se determinaron mediante espectrometria de
emisién optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) utilizando un
equipo Thermo ICAP 6500 Duo (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.

UU.). Para cada muestra, se afiadieron 200mg en un horno de microondas a un
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tubo de 25ml con una mezcla de 4ml de HNO3 (pureza del 68 %) y 1ml de H202
(pureza del 33%) para su posterior digestion. También se afiadieron 300 ml de
agua desionizada de alta pureza, 30ml de H20:2 (pureza del 33 %) y 2ml de H2SO4
(pureza del 98 %) en el reactor de teflon. EI programa de digestion por
calentamiento por microondas constd de 3 pasos: inicio a 20°C y 40 bar;
aumentando 10 bar/minuto durante 30 min hasta 220°C; y manteniendo 220°C
durante 20 min. Después de enfriar, la muestra mineralizada se transfirio a tubos
de doble calibre de 10mL (microminerales) y 25mL (macrominerales) y el
volumen se complet6 con agua desionizada de alta pureza. Se utiliz6 una solucion
estandar multimineral que contenia 31 minerales suministrada por SCP Science
(Quebec, Canadd) para preparar estandares de calibracion en agua desionizada de
alta pureza. Para los analisis ICP-OES, se utilizaron dos muestras de control que
contenian agua destilada de alta pureza y un estandar multimineral. Cada
determinacion de mineral se realiz6 a longitudes de onda especificas que oscilaron
entre 167,1 y 670,8nm. La concentracion de macro y microminerales se calculd
segtin la formula “mg Kg* o pg Kg™* (C x D) / W”’; donde C era la concentracion
mineral, D era el factor de dilucién y W era el peso de la muestra. Posteriormente

estos resultados fueron calculados para ser expresados en mmol o pmol/Kg.

2.1.4 Parametros calidad

2.1.4.1 Concentracion de antocianinas

Para realizar la extraccion, 100mg de arandanos, previamente liofilizados
y molidos, se mezclaron en viales de 2mL con 1,5mL de disolvente de extraccion
metanol/H20/Acido Férmico (25:24:1) y se agitaron en vortex. Posteriormente,
las muestras se sonicaron durante 1hy luego se dejé a 4°C durante 24 h. Después,
la mezcla se centrifugé a 13.500 rpm durante 15 min. Los sobrenadantes se
filtraron a través de un filtro PVDF de 0,22um (Milipore, Beford, MA, EE. UU.).
La composicion en antocianinas se cuantifico mediante ESI-HPLC-DAD-MS/MS
(Baenas et al., 2015), utilizando un HPLC Agilent 1100 acoplado a un detector de
espectrometro de masas (modelo G244GA) y equipado con un electrospray
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). Se utiliz6 cianidina-3-glucésido

(Merck, Darmstadt, Alemania) como estandar. Teniendo en cuenta que, se ha
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descrito que los &cidos clorogénicos influyen en la copigmentacion en este tipo de
bayas (Khalifa et al., 2021), también se cuantific utilizando acido clorogénico
como estandar externo (Merck, Darmstadt, Alemania). La medicidn se realizé por

triplicado.

2.1.4.2 Rendimiento del canamo (biomasa)

En el caso del cafamo, lo que muestra calidad es la produccion de fibra 'y
por lo tanto se evalia como biomasa total obtenida. Las plantas se cosecharon
antes del proceso de floracidn, posteriormente, se lavaron durante la cosecha, para
luego medir su peso fresco. El peso freso de la planta se midié con una balanza 'y

se registré en gramos.

2.1.5 Analisis de datos

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS 25.0.0.1. Los datos
se analizaron mediante ANOVA de una viay, posteriormente, mediante la prueba
de comparaciones multiples de Duncan. Se determinaron diferencias
significativas entre los valores de cada determinacion con un valor de p < 0,05,

segun la prueba de Duncan. Los valores se presentan como medias + SE.
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Resultados

2.1.6 Caracteristicas fisicas y guimicas de los sustratos

Las propiedades fisicas de los sustratos se muestran en la Tabla 3.1. En
arandano, el sustrato compuesto por fibra de coco (100%) y el de fibra de coco
(90%) con chips de madera (10%) presentaron mayor porosidad total que los
sustratos compuestos por fibra de coco (70%) con turba (30%) y fibra de coco
(90%) con perlita (10%). EIl sustrato fibra de coco (70%) con turba (30%)
presentd el menor espacio aéreo y la méxima densidad aparente. En el caso de los
parametros del agua, el de fibra de coco (100%) mostré la mayor cantidad de agua
disponible (AW), seguido del sustrato compuesto por fibra de coco (90%) con
perlita (10%) y fibra de coco (70%) con turba (30%), mientras que el sustrato
compuesto por fibra de coco (90%) con chips de madera (10%), acumul6 los
menores valores de disponibilidad de agua. El agua de reserva (RW) fue mayor
en el sustrato compuesto por fibra de coco (100%) seguido de fibra de coco (90%)
con perlita (10%), siendo de nuevo el sustrato compuesto por fibra de coco (90%)
con chips de madera (10%) el sustrato con menor RW. El analisis de agua no
disponible (UAW) mostro que el sustrato compuesto por fibra de coco (100%)
tuvo el mayor valor de UAW. Por el contrario, el sustrato compuesto por fibra de
coco (90%) con perlita (10%) y el sustrato compuesto por fibra de coco (90%)

con chips de madera (10%), fueron los sustratos con menor UAW.

Tabla 3.1. Propiedades fisicas de los sustratos para el cultivo de arandano:
Porosidad total, espacio aéreo, densidad aparente, agua disponible (AW), agua
de reserva (RW) y, agua no disponible (UAW). Los valores corresponden a la
media de 3 muestras + SE. Las medias seguidas de letras diferentes presentaron
diferencias significativas segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

Densidad

Porosidad total  Espacio aereo AW RW UAW

aparente
™ M emy ™ ™ ™

Sustratos cultivo arandano

e ((Wontopoy D20 B0l QMEOME B2 :0Mc 48 0% 7 £06h
fva decoco S0%) conchips e madera(10%) D205 3 £0Va 00640003 13024 411008 262 +0Md
hadecoo W conperia (09 AEOHC 36 t06%  OIBOND 397:0Ub 64008 313 # 07

fora decoro 1004 %6 £00 12:07h 0M9OMI H36:03% 75 £01% U5+ 05k
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Se analizaron el pH y la CE de la solucidn de riego percolada (Tabla 3.2).
Para el cultivo de ardndano, el sustrato compuesto por fibra de coco (100%)
presento los valores mas altos de pH y CE, seguido del sustrato compuesto por
fibra de coco (90%) con chips de madera (10%). Ambos presentaron valores
significativamente méas altos en comparacion con los sustratos compuestos por
fibra de coco (70%) con turba (30%) y sustrato compuesto por fibra de coco (90%)
con perlita (10%).

Tabla 3.2. El pH y la conductividad eléctrica de los sustratos para el
cultivo de arandano y el cultivo de cannabis. Los valores corresponden a la media
de 3 muestras £ SE. Las medias seguidas de letras diferentes presentaron

diferencias significativas segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

Sustrato pH CE

Sustratos para cultivo de arandano
fibra de coco (70%) con turba (30%) 6,63 +0,03c 0,92 +0,08c
fibra de coco (90%) con chips de madera (10%) 7,28 +0,12a 1,37 +0,02b
fibra de coco (90%) con perita (10%) 6,79 +0,02b 0,97 +0,03c
fibra de coco (100%) 7,41 +0,08a 3,48 +0,05a

Sustratos para cultivo de cannabis
fibra de coco (70%) con turba (30%) 6,63 +0,03b 0,94 +0,03c
fibra de coco (70%) con perita (30%) 6,55 +0,05b 0,94 +0,02c
fibra de coco (60%) con turba (30%) y con perlita (10%) 6,56 +0,02b 0,95 +0,05c
fibra de coco (100%) 7,76 +0,07a 2,31 +0,02a
fibra de coco (90%) y con perlita (10%) 7,68 +0,06a 1,49 +0,02a

Para el cultivo de cannabis, el sustrato compuesto por fibra de coco (100%),
presentd los valores promedio mas altos de pH y CE, seguido del sustrato
compuesto por fibra de coco (90%) con perlita (10%). Ambos presentaron valores
significativamente mas altos que los compuestos por fibra de coco (70%) con
turba (30%), fibra de coco (70%) con perlita (30%) y el sustrato compuesto por
fibra de coco (60%) con turba (30%) y con perlita (10%). sin diferencias

significativas entre ellos.
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Tabla 3.3. Crecimiento de enterobacterias de los sustratos sin tratamiento
previo, para el cultivo de arandano y el cultivo de cannabis. Los resultados
representados (-), sefialan ausencia de enterobacterias y los resultados

representados (+), sefialan presencia de enterobacterias.

Sustrato Presencia | Ausencia

Sustratos para cultivo de arandano

Fibra de coco (70% ) con turba (30%) (-)
Fibra de coco (90%) con chips madera (10%) (-)
Fibra de coco (90%) con perlita (10%) (-)
Fibra de coco (100%) (-)
Sustratos para cultivo de cannabis

Fibra de coco (70% ) con turba (30%) (-)

Fibra de coco (70% ) con perlita (30%) (+)

Fibra de coco (60% ), turba (30%) con perlita (10%) (+)
Fibra de coco (100%) (-)
Fibra de coco (90%) con perlita (10%) (-)

En relacion con la presencia de enterobacterias, para los sustratos de cultivo
de cannabis, se evidencio la presencia de enterobacterias en los sustratos
compuestos por fibra de coco (70%) con perlita (30%) y fibra de coco (60%) con
turba (30%) y con perlita (10%). Mientras que los sustratos para el cultivo de

arandano no presentaron evidencia de enterobacterias.

a. b.

Figura 3.1. Andlisis microbioldgico de enterobacterias. Placas Petri con
agar McConkey selectivo para enterobacterias. Presencia de enterobacterias (a).

Ausencia de enterobacterias (b).
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Una vez sometidos los sustratos a proceso de esterilizacion, se comprob6

la ausencia de enterobacterias para todos los sustratos.

El contenido de minerales presentes en los sustratos para el cultivo de
arandano se presenta en la tabla 3.4. El sustrato compuesto por fibra de coco
(70%) y turba (30%) presento los valores mas altos de Ca, K, Mgy P, seguido del
sustrato compuesto por fibra de coco (90%) con chips de madera (10%). Por el
contrario, el sustrato compuesto por fibra de coco (100%) mostr6é un contenido
significativamente inferior en macronutrientes en relacién con los demas
sustratos. En contraste, el contenido de nitrogeno fue mas elevado en el sustrato
compuesto por fibra de coco (90%) y perlita (10%) seguido del sustrato
compuesto por fibra de coco (100%). Por otro lado, el sustrato compuesto
unicamente por fibra de coco (100%) presentd los valores mas altos para
micronutrientes como Cu, Mn, Fe y Zn. Mientras que el sustrato compuesto por
fibra de coco (70%) con turba (30%) presento los valores mas altos para B.

Tabla 3.4. Anélisis del contenido mineral en los sustratos del cultivo de
arandano: (a). Macronutrientes y (b) micronutrientes en sustratos para el cultivo
de arédndano. Los valores corresponden a la media de 3 muestras + SE. Las
medias seguidas de letras diferentes presentaron diferencias significativas segun
la prueba de Duncan (p < 0,05).

a. Macronutrientes sustratos Arandano (mmol/Kg DW)

Sustrato Ca K Mg P N
fibra de coco (70%) con turba (30%) 176,261+£0,303a 685,743 +1,084a  97,281+0,072a  26,089+0,161a 176,405 + 1,702b
fibra de coco (90%) con chips de madera (10%) 125,771+0,141b 682,042+0,133b  91,711+2,961b 20,052+ 0,455b 145,381 + 2,521c
fibra de coco (90%) con perlita (10%) 45,533+0,142c 526,711 +4,303c  50,103+0,232c  18,571+0,757c 307,236 + 21,384a
fibra de coco (100%) 49,993 £1,907c 507,086 +0,387c 58,672 +2,781c 18,206 + 1,037c 302,105 + 11,497a

b. Micronutrientes sustratos Arandano (mmol/Kg DW)

Sustrato B Cu Fe Mn Zn
fibra de coco (70%) con turba (30%) 8,067 + 0,002a 0,119 + 0,003a 2,136 0,002d 2,536 £ 0,017b 0,812 + 0,004b
fibra de coco (90%) con chips de madera (10%) 6,323 £ 0,009b 0,052 £ 0,003b 3,082 £ 0,002b 0,452 +0,162c 0,165 £ 0,001c
fibra de coco (90%) con perlita (10%) 2,946 £ 0,015¢ 0,041 +£0,012¢ 7,214 £ 4,181c 0,346 £ 0,033¢c 0,136 £ 0,072c
fibra de coco (100%) 6,489 £ 0,007b 0,123 £ 0,002a 9,018 £ 3,790a 4,074 £+ 0,036a 1,022 £ 0,003a

2.1.7 Mediciones fisioldgicas

La altura de las plantas de arandano (Figura 3.2) cultivadas en los diferentes
sustratos se midi6 al inicio y al final del experimento (después de 5 meses de

crecimiento). Las plantas cultivadas en los sustratos no presentaron diferencias en
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la altura, al inicio del experimento. Las plantas cultivadas en sustrato compuesto
por fibra de coco (100%) fueron significativamente mas altas en comparacién con
las demas plantas crecidas en los diferentes sustratos.

Altura de la planta de ardndano

100

90 a
e
80 b b b
£ ] E &
5 70
- b b b b
£ e - - - -
3 50
@
© 40
g
2 30
<
20
10
0
Fibra de coco (70% ) con Fibra de coco (90%) con Fibra de coco (90%) con  Fibra de coco (100%)
turba (30%) chips madera (10%) perlita (10%)

DOAltura inicial O Altura final

Figura 3.2. Altura promedio de plantas de arandano cultivadas en
diferentes sustratos medida durante el inicio y el final del experimento. La medida
inicial y final se representan con un color diferente: medida de altura inicial,
representada en color rosado y medida de altura final representado en color
verde. Los valores muestran la media de 6 plantas + SE. Las medias seguidas de
letras diferentes resultaron significativamente diferentes segun la prueba de
Duncan (p <0,05).

Figura 3.3. Fotografias de las plantas de aréndano, al inicio del

experimento (a). y al final del experimento (b).
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La altura de las plantas de cannabis (Figura 3.4) cultivadas en los diferentes
sustratos al final del experimento. Las plantas cultivadas en el sustrato compuesto
por fibra de coco (60%) con turba (30%) y con perlita (10%), fueron
significativamente mas altas en comparacion con todas las demés plantas. Las
plantas cultivadas en sustrato compuesto por fibra de coco (70%) con turba (30%)
y las plantas cultivadas en sustrato compuesto por fibra de coco (100%), fueron
las segundas en altura de planta, pero no presentaron diferencias significativas
entre ellas. Las plantas cultivadas en el sustrato compuesto por fibra de coco

(90%) con perlita (10%) tuvieron la altura mas baja.
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Figura 3.4. Altura promedio de plantas de cannabis cultivadas en
diferentes sustratos medida al final del experimento. Los valores muestran la
media de 6 plantas £ SE. Las medias seguidas de letras diferentes resultaron

significativamente diferentes segun la prueba de Duncan (p <0,05).

Figura 3.5. Fotografias de las plantas de cannabis, al final inicio del
experimento (a) y al final del experimento (b).
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La tasa de crecimiento relativo (RGR) en plantas de arandano (Figura 3.6)
cultivadas en diferentes sustratos. Las plantas cultivadas en sustrato compuesto
por fibra de coco (100%) presento mayor velocidad de crecimiento en relacién

con en relacién con las demas plantas.

Tasa de crecimiento relativo de arandano
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Figura 3.6. Velocidad de crecimiento de plantas de arandano cultivadas
en diferentes sustratos. Los valores muestran la media de 6 plantas = SE. Las
medias seguidas de letras diferentes resultaron significativamente diferentes

segun la prueba de Duncan (p < 0,05).
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Figura 3.7. Velocidad de crecimiento de plantas de cannabis cultivadas en

diferentes sustratos. Los valores muestran la media de 6 plantas + SE. Las medias
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sequidas de letras diferentes resultaron significativamente diferentes segin la

prueba de Duncan (p < 0,05).

La tasa de crecimiento relativo en plantas de cannabis (Figura 3.7),
cultivadas en diferentes sustratos. Las plantas cultivadas en sustrato compuesto
por Fibra de coco (60%), turba (30%) y perlita (10%) tuvieron la tasa mas alta de
crecimiento relativo, seguida de las plantas cultivadas en sustrato compuesto por
fibra de coco (70%) y turba (30%) y las plantas cultivadas en sustrato compuesto
por fibra de coco (100%). Las plantas cultivadas en sustrato compuesto por fibra
de coco (90%) con perlita (10%), presentaron la menor velocidad de crecimiento

en relacion con en relacion con las demés plantas.

2.1.8 Contenido de nutrientes

La tabla 3.5 muestra la concentracion de nutrientes de las hojas de arandano
cultivadas en diferentes sustratos. Las hojas de plantas cultivadas en sustrato
compuesto por fibra de coco (70%) con turba (30%), presentaron el mayor
contenido de Ca, mientras que las hojas de las plantas crecidas en fibra de coco
(90%) y perlita (10%), tuvo los niveles mas bajos. Igualmente, K también fue méas
alto en las hojas de plantas cultivadas en sustrato compuesto por fibra de coco
(70%) con turba (30%), seguido de las hojas de plantas crecidas en fibra de coco
(90%) con chips de madera (10%). Por el contrario, los valores de K en las
cultivadas en sustrato compuesto por fibra de coco (70%) con perlita (10%) fueron
significativamente mas bajos. Las hojas de las plantas crecidas en sustrato
compuesto por fibra de coco (100%), presentaron la mayor concentracion de Mg,
mientras que, las hojas de plantas crecidas en fibra de coco (70%) con turba
(30%), presentaron los valores mas bajos. Para N, las hojas de plantas crecidas en
sustrato compuesto por fibra de coco (70%) con turba (30%), presentaron la
concentracion mas alta, seguidas de hojas cultivadas en sustrato compuesto por
fibra de coco (90%) con chips de madera (10%).

Respecto a los micronutrientes en hojas de arandano (tabla 3.5b), los

niveles de B fueron mas altos en el sustrato compuesto por fibra de coco (90%)
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con perlita (10%), mientras que el mas bajo se registré en las hojas de plantas
crecidas en sustrato compuesto por fibra de coco (70%) con turba (30%). El Cu
presento los niveles mas altos en también en el sustrato fibra de coco (90%) con
chips de madera (10%). El Fe presento los valores méas elevados en hojas de
plantas crecidas en el sustrato fibra de coco (90%) con chips de madera (10%) y
en hojas de plantas crecidas en fibra de coco (90%) con perlita (10%). Por el
contrario, las hojas de plantas cultivadas en sustrato compuesto por fibra de coco
(70%) con turba (30%), presentaron los valores mas bajos. EI Mn presentd una
mayor concentracion en las hojas de plantas cultivadas en el sustrato compuesto
por fibra de coco (70%) con turba (30%). El zinc (Zn) también mostré diferencias
significativas, siendo mas alto en las hojas de plantas cultivadas en fibra de coco
(90%) con chips de madera (10%) y fibra de coco (90%) con perlita (10%).

Tabla 3.5. Andlisis del contenido mineral en hojas de arandano: (a).
Contenido de macronutrientes foliares de arandano, (b). contenido de
micronutrientes foliares de arandano. Los valores corresponden a la media de 3
muestras = SE. Las medias seguidas de letras diferentes presentaron diferencias

Significativas segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

a. Macronutrientes de la hoja de arandano (mmol/Kg DW)

Sustratos Ca K Mg P N
fibra de coco (70%) con turba (30%) 123,032,032  688,15£22,03a 27,42+6,14b 64,58+2,92b 1574,67 +58,39%
fibra de coco (90%) con chips de madera (10%) 118,92+1,06ab  602,01+30,11b 32,07£3,07b 74,274,142 1337,41164,02b
fibra de coco (90%) con perlita (10%) 92,81£0,76c  521,73+13,76c 31,34+1,06b 58,65%5,52c 1133,16+63,95¢
fibra de coco (100%) 106,39+2,02b  601,34+25,72b 39,97+1,49% 66,34+6,3db 1298,68+85,11b

b. Micronutrientes de la hoja de arandano (mmol/Kg DW)

Sustratos B Cu Fe Mn Zn
fibra de coco (70%) con turba (30%) 1,089t0,06c  0,629+0.003b 2,893 £0,07d 0,461 £ 0,05a 0,419 £0,02c
fibra de coco (90%) con chips de madera (10%) 8,001+0,75b 0,656+ 0,002a 4,552 0,062 0,212£0,02b 0,646 +0,02a
fibra de coco (90%) con perlita (10%) 9,608+0,88a 0,634 £0,004b 3,555 £0,04b 0,137 £0,03c 0,627 £0,01a
fibra de coco (100%) 7,769+0,31b 0,602 +0,001c 3,203£0,01c 0,261 £0,04b 0,504 £0,02b

2.1.9 Concentracion de antocianinas

Las antocianinas totales presentes en los arandanos se muestran en la Figura
3.8. Se detectaron seis tipos diferentes de antocianinas por ESI-HPLC-MS/MS;
peonidina-3-galactosido (P3Gal), malvidina-3-galactosido (M3Gal), petunidina-
3-galactosido  (Pt3Gal), delfinidina-3-galactésido (D3Gal), delfinidina-3-

arabindsido (D3Ara), y delfinidina-5-arabindsido (D5Ara). Se encontraron
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concentraciones significativas mas altas para delfinidina-3-galactésido y
malvidina-3-galactdsido para todos los sustratos. Sin embargo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre sustratos para cada una de las
moléculas analizadas (p < 0,05). Ademas, se midi6 la presencia de acido
clorogénico (CGA), pero no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre sustratos (p < 0,05).
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Figura 3.8. Antocianinas totales presentes en aréndanos, asi como,
fendlicos, como el acido clorogénico (CGA). Las barras indican la media + SE.
La ausencia de letras indica que no hay diferencias significativas en cada

compuesto al comparar los sustratos, segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

2.1.10 Biomasa del cannabis

La biomasa de la planta de cannabis en diferentes mezclas de sustratos se
muestra en la Tabla 3.6. Las plantas de cannabis cultivadas en sustrato compuesto
por fibra de coco (60%) con turba (30%) y con perlita (10%) acumularon mayor
biomasa, seguido de las plantas cultivadas en sustrato compuesto por fibra de coco
(70%) con turba (30%) y las plantas cultivadas en sustrato compuesto por fibra de
coco (100%). Por el contrario, las plantas crecidas en sustrato compuesto por fibra

de coco (90%) con perlita (10%) fueron las que acumularon menor biomasa.
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Tabla 3.6. Peso fresco (FW) promedio de las plantas cultivadas en los
diferentes sustratos. Los valores corresponden a la media de 3 muestras + SE.
Las medias seguidas de letras diferentes presentaron diferencias significativas

segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

Sustratos FW (g planta™)
fibra de coco (70%) con turba (30%) 57,40 + 1,03b
fibra de coco (70%) con perlita (30%) 37,04 + 1,68c
fibra de coco (60%) con turba (30%) y con perlita (10%) 61,28 + 1,97a
fibra de coco (100%) 55,28 + 1,31b
fibra de coco (90%) y con perlita (10%) 31,69 + 1,42d
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Discusién

Los resultados obtenidos destacan la influencia significativa de la
composicion del sustrato en las propiedades fisicas y en la dinamica del agua
disponible para el cultivo de arandano. En particular, los sustratos compuestos
exclusivamente por fibra de coco o con una pequefia adicion de chips de madera
(10%) mostraron mayor porosidad total, lo que coincide con observaciones
previas que atribuyen a la estructura fibrosa y la baja densidad de la fibra de coco
una alta capacidad de aireacion y drenaje (Jahromi et al., 2020; Vinicius et al.,
2014). La menor porosidad observada en el sustrato con turba puede relacionarse
con la mayor compactacion y densidad aparente del material, 1o que a su vez
reduce el espacio aéreo, una variable critica para el desarrollo radicular en
especies sensibles como el arandano (Jasik et al., 2023). En cuanto a los
parametros hidricos, el sustrato de fibra de coco al 100% presentd la mayor
cantidad de agua disponible (AW) y agua de reserva (RW), lo que sugiere una
elevada capacidad de retencion de agua util, esencial en sistemas de cultivo sin
suelo con fertirrigacion frecuente (Abad et al., 2001). Por el contrario, la
incorporacion de chips de madera redujo significativamente la disponibilidad
hidrica, probablemente debido a su menor capacidad de retencion de agua y mayor
proporcion de macroporos (Caron et al., 1999). La mayor fraccion de agua no
disponible (UAW) observada en el sustrato de fibra de coco pura podria estar
relacionada con la presencia de microporos que retienen el agua con fuerzas
superiores a la capacidad de absorcion de las raices, un aspecto ya sefialado en
estudios anteriores (Raviv et al., 2008).

El anélisis de los macronutrientes y micronutrientes en diferentes sustratos
para el cultivo de arandano revelo diferencias significativas que pueden influir en
el desarrollo y produccion de la planta. Por su parte, el sustrato de fibra de coco
(90%) con chips de madera (10%) present6 niveles intermedios de nutrientes, lo
que podria sugerir un balance menos favorable para cultivos exigentes como el
arandano, dado que tanto los macronutrientes como los micronutrientes se vieron
reducidos respecto a las demas mezclas. Por el contrario, el sustrato compuesto
de fibra de coco (70%) con turba (30%) presentd las concentraciones mas altas de

calcio, potasio, magnesio y fdsforo, nutrientes esenciales en procesos como la
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fotosintesis y la regulacion del potencial osmético de las células vegetales, asi
como, para el crecimiento vegetativo y el desarrollo radicular (Naeem et al.,
2020). Ademas, mostr6 niveles elevados de boro y cobre, micronutrientes clave
para la division celular y la formacién de nuevas estructuras vegetativas. Sin
embargo, su contenido de nitrégeno fue menor en comparacién con otros
sustratos. Por su parte, el sustrato compuesto por fibra de coco (90%) con perlita
(10%) y el sustrato compuesto por fibra de coco (100%) destacaron por sus altos
niveles de nitrogeno, crucial para la sintesis de proteinas y el crecimiento de brotes
jévenes. Ademas, la fibra de coco (100%) mostré concentraciones elevadas de
hierro, manganeso y zinc, micronutrientes esenciales para procesos de fotosintesis
y defensa antioxidante. En este sentido, en un ensayo de Gémez-Bellot et al.,
(2020), utilizaron sustrato compuesto por fibra de coco para plantas de tomate con
el fin de evaluar sus efectos beneficiosos al aplicar agua salina en invernadero, y
se observo que la alta capacidad de retencion de agua de la fibra de coco aumento
la disponibilidad de agua y nutrientes, mejorando parametros fisiolégicos como
el potencial hidrico foliar, el intercambio gaseoso, la fluorescencia de clorofila y
el tamafio y peso del fruto. De igual forma, de entre todos los sustratos testados
en este estudio, el sustrato compuesto por fibra de coco (100%) fue el que
promovi6 un mayor crecimiento en altura y velocidad de crecimiento en ardndano,
acompafado de una mayor retencion de agua facilmente disponible (AW) y agua
de reserva (RW). Estos factores coinciden con resultados de estudios previos
(Ortiz-Delvasto et al., 2023; Retamales et al., 2018), quienes indican que el
ardndano requiere un entorno con buena aireacion radicular, pero con alta
capacidad de retencion hidrica, debido a su sistema radicular superficial y poco
eficiente en la exploracion del sustrato. En relacion con el pH y la CE, en nuestros
experimentos con arandano, el sustrato compuesto por fibra de coco (100%),
presentd un pH y una conductividad eléctrica (CE) mas altos al inicio del
experimento en comparacion con los demés sustratos. Del mismo modo, al
aumentar la relacion NH."/NOs~ en el fertilizante aplicado podria haberse
reducido el pH, pero el efecto depende de la composicion del sustrato (Bar-Tal et
al., 2001). Por tanto, en nuestros ensayos, se corrigio el pH aplicando &cido
clorhidrico (0.001 N) a la solucién nutritiva, y, ademas, se redujo la CE mediante

un lavado previo del sustrato. En consecuencia, los bajos valores de pH hallados
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en el sustrato compuesto por fibra de coco (70%) con turba (30%) se debieron a
la cantidad de turba presente. Aunque se ha informado que cuando se aplica solo
NOs™ al arandano, la absorcion de N se reduce (Poonnachit et al., 2004), nuestras
plantas recibieron la misma solucién nutritiva. Por tanto, los resultados deben
atribuirse a la composicion del sustrato. En investigaciones previas se observé que
la adicion de diferentes cantidades de turba disminuye el pH y la CE de los suelos
(Lee et al., 2021). También se ha reportado que la salinidad varia
considerablemente segun la fuente de fibra de coco, lo que puede convertirse en
un factor limitante cuando esta se usa como sustrato principal (Konduru et al.,
1999). Sin embargo, los medios de cultivo que contienen fibra de coco pueden
proporcionar condiciones ideales en la rizosfera para el cultivo de ardndanos si se
controla la salinidad durante el trasplante, permitiendo picos de crecimiento
radicular y foliar entre 0,10 y 0,50 dS-m™! (Heller et al., 2022).

Contrariamente a lo que observamos en arandano, y en relacion con el
capitulo I, en el cultivo de cannabis, el sustrato que combino fibra de coco (60%)
con turba (30%) y perlita (10%), reflejo un equilibrio ideal entre aireacion y
disponibilidad de agua, presentando alto contenido de agua disponible (AW), agua
no disponible, (UAW) y agua de reserva (RW), proporcionando las condiciones
adecuadas para maximizar tanto la altura de planta como la tasa de crecimiento
relativo (RGR) del cannabis en invernadero de manera similar a como observamos
en camaras de cultivo en el capitulo anterior. Adicionalmente, el sustrato
compuesto por fibra de coco (70%) con turba (30%), que tenia abundante agua
disponible (AW), exhibi6 caracteristicas favorables para el crecimiento del
cannabis. Ambos sustratos (fibra de coco (60%) con turba (30%) y con perlita
(10%) vy fibra de coco (70%) con turba (30%) compartian propiedades fisicas en
coherencia con investigaciones realizadas por Caplan et al., (2017a), quienes
destacaron que cannabis responde favorablemente a sustratos con alta porosidad
total, buena capacidad de drenaje y moderada retencion hidrica. También, se ha
observado que, el pH del sustrato afecta directamente la disponibilidad de
nutrientes en la rizosferay la absorcion de nutrientes por las plantas, lo que sugiere

que la relacion aireacién/retencion de agua ideal para cada especie depende del
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sistema radicular (Hancock et al., 2012). Esto se demuestra en las distintas

preferencias especificas del cannabis frente al arandano.

En términos microbiologicos, el cultivo de cannabis presentd colonias de
enterobacterias en algunos sustratos sin tratamiento, mientras que en arandano no
se detectd crecimiento. Teniendo en cuenta que este analisis se realizd antes de
plantas sobre los sustratos, esta diferencia podria deberse tanto al origen del
sustrato como a la composicion quimica que genera ambientes mas 0 menos
favorables para la proliferacion microbiana (Bonanomi et al., 2020). Tras la
esterilizacion, la ausencia de enterobacterias fue total, confirmando la efectividad
del tratamiento.

Estudios previos han sefialado que la turba puede incrementar la
disponibilidad de macronutrientes como N, P y Mg, ademaés de reducir el pH, lo
que mejora la solubilidad de varios micronutrientes esenciales (Prasad et al.,
2020). En este sentido, aunque el sustrato compuesto por fibra de coco (70%) con
turba (30%) para el cultivo de arandano, no fue el que promovié mayor
crecimiento en biomasa, si destacd por inducir mayores concentraciones de
nutrientes como Ca, K, Mg y P en el tejido foliar, asi como, de micronutrientes
como B, Cu, Mn y Zn. Sin embargo, en el analisis del percolado después del
trasplante se observé que el sustrato compuesto por fibra de coco (100%), tenia
mayor capacidad de retencién de minerales, como se evidencio en ensayos
anteriores (Ortiz-Delvasto et al., 2023). EI Ca y el Mg son retenidos (adsorbidos)
por el sustrato, por lo que no se lixivian facilmente y permanecen disponibles para
la planta durante largos periodos (Cabrera, 1999). Ademas, Dependiendo de la
capacidad de intercambio catidnico del sustrato, los micronutrientes se retienen
generalmente con fuerza, cubriendo las necesidades del cultivo por largos
periodos (Cabrera, 2004). Un ensayo en plantas de arandano con diferentes
mezclas de sustrato evalué su idoneidad en produccion en contenedores,
encontrando que la eficiencia de absorcion de P, K 'y Mg diferia entre las plantas
cultivadas en turba y fibra de coco. También, encontraron que, en turba la
concentracion en el drenaje estaba relacionada con la concentracion inicial de

nutrientes antes de la siembra, proporcionando mayores concentraciones de Mgy
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Fe en turba, y mayores concentraciones de P y K en fibra de coco (Kingston et al.,
2020). Estos resultados difieren de los obtenidos en nuestro experimento, ya que
el sustrato compuesto por fibra de coco (100%) presentd valores méas altos de N 'y
Fe. Por tanto, la composicion de los sustratos dependeria del origen (Atzori et al.,
2021), y se deberia realizar un andlisis para adaptar el protocolo de fertiirrigacién

a cada tipo de sustrato concreto.

Para el cultivo de cannabis, sin embargo, la presencia de turba si afecto al
contenido y disponibilidad de algunos nutrientes. Tal cOmo se evidencia en el
capitulo 1, el sustrato compuesto por fibra de coco (60%) con turba (30%) y con
perlita (10%), mostré altas concentraciones de nutrientes como P, Cu, Fe y Mn
que se tradujo en un aumento de los mismos en las hojas. A pesar de que la fibra
de coco pura proporciond un medio bien aireado, a diferencia del sustrato fibra de
coco (100%) para el cultivo de ardndano, este sustrato fibra de coco (100%) para
cannabis tenia diferencias en la granulometria, lo que posiblemente pudo influir
en su baja retencion de agua disponible y agua de reserva que afectd
negativamente la conductancia estomatica y la acumulacion de nutrientes,

limitando el crecimiento en comparacion con la mezcla con turba y perlita.

En relacion con la calidad del arandano, el analisis del contenido de
antocianinas no mostré diferencias significativas entre los tratamientos. La
dificultad para identificar un factor directo que afecte la biosintesis de estas
biomoléculas puede deberse a la influencia de diversos factores, como el balance
carbono/nitrogeno (Heimler et al., 2017) o la presencia de un microbioma en el
suelo (Yu et al., 2020). Ademas, las antocianinas, como parte del metabolismo
secundario de las plantas, cumplen principalmente funciones de defensa frente a
agentes externos, tanto bidticos como abioéticos (Pervaiz et al., 2017). Sin
embargo, en condiciones controladas, como aquellas que implican el uso de
fertilizantes o sustratos de composicion fija, la concentracion de antocianinas
suele mantenerse estable o incluso, reducirse (Garcia-lbafez et al., 2020). Esta
estabilidad podria explicarse por la menor presencia de factores estresantes que
normalmente inducen su sintesis. Adicionalmente, otros estudios han evidenciado

la diversidad y complejidad de los mecanismos mediante los cuales distintos
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sustratos pueden inducir el metabolismo secundario del arandano (Yang et al.,
2025; Yang et al., 2022). En este sentido, los sustratos evaluados en el presente
trabajo no provocaron una reduccién en las concentraciones de antocianinas en
los frutos de arandano, lo cual resulta favorable para conservar su valor nutricional

en aplicaciones de produccion industrial.

Por su parte, el rendimiento del cafiamo evidencio que, el sustrato
compuesto por fibra de coco (60%) con turba (30%) y perlita (10%) resulté en la
mayor producciéon de biomasa, sugiriendo que esta combinacién proporciona
condiciones 6ptimas para el crecimiento del cafiamo. Este sustrato probablemente
logré un adecuado balance entre retencion de humedad, aireacion y disponibilidad
de nutrientes, factores criticos para el rapido desarrollo vegetativo del cafhamo
(Amaducci et al., 2015). Ademas, el sustrato compuesto por fibra de coco (70%)
con turba (30%) también favorecio la produccion de biomasa, lo que refuerza la
idea de que la fibra de coco, junto con materiales en proporciones ideales, es un
componente efectivo para sustratos en cultivos de rapido crecimiento como el
cafiamo (Linger et al., 2002). En contraste, las mezclas que incorporaron perlita
en mayores proporciones (fibra de coco 70% con perlita 30% Yy fibra de coco 90%
con perlita 10%) mostraron la menor produccion de biomasa. Aunque la perlita
mejora la aireacion del sustrato, su baja capacidad para retener agua y nutrientes
puede haber limitado el crecimiento del cafiamo, que requiere altos niveles de
nitrégeno y potasio durante su fase vegetativa (Campiglia et al., 2017). Estos
resultados indican que el cafiamo se beneficia de un sustrato equilibrado que no
solo proporcione una adecuada aireacion, sino también suficiente retencion de
agua y nutrientes, condiciones que fueron mejor satisfechas por las mezclas que
incluyeron turba. En este sentido, ajustar las proporciones de fibra de coco, turba
y perlita puede ser una estrategia clave para optimizar el rendimiento de biomasa

en cultivos comerciales de cafnamo.

Por lo tanto, la evaluacién comparativa del comportamiento fisiolégico,
nutricional y productivo de Vaccinium corymbosum L. y Cannabis sativa L. en
distintos sustratos sin suelo demuestra que la respuesta de cada especie esta

estrechamente relacionada con determinadas propiedades fisico-quimicas del
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sustrato, reflejando necesidades especificas en cuanto a aireacion, retencion de
agua y disponibilidad de nutrientes. Mientras que el ardndano mostré un
crecimiento Optimo en sustratos compuestos exclusivamente por fibra de coco, el
cannabis alcanzd su maximo rendimiento en sustratos mixtos con proporciones
equilibradas de fibra de coco, turba y perlita. Estas diferencias se manifestaron no
solo en variables de crecimiento y absorcion mineral, sino también en pardmetros
fisioldgicos, asi como en la acumulacion de metabolitos secundarios, donde el
arandano mantuvo estables sus compuestos bioactivos y el cannabis incrementd
su biomasa. En conjunto, los resultados destacan la importancia de seleccionar
sustratos estudiando las particularidades fisioldgicas y de desarrollo de cada

cultivo para optimizar tanto el rendimiento y como la calidad.
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Capitulo I11: Elevated carbon dioxide and substrate composition affect
growth, nutrient uptake, and water use efficiency in blueberry

cultivation under greenhouse.

Nidia Ortiz-Delvasto and Micaela Carvajal*
Journal of plant nutrition, 10 March 2025
DOI: 10.1080/01904167.2025.2470388

Blueberries (Vaccinium corymbosum L.) are a high-value crop with
growing demand worldwide due to their nutritional and health benefits.
Optimizing their cultivation under controlled environmental conditions as the use
of supplemental carbon dioxide (CO2), offers a promising avenue to enhance
growth, yield, and resource use efficiency. However, the interaction between
elevated CO2 levels and substrate composition on physiological parameters and
nutrient dynamics in blueberry plants remains underexplored. Therefore, the
objective of the present study was to investigate CO2 supplementation in the
growth and production of blueberries under controlled temperature, humidity and
irrigation conditions in a greenhouse with different substrate composition.
Physiological parameters as gas exchange, mineral composition, production,
water use efficiency (WUE) and nutrient use efficiency (NUE), as well as nitrite
and nitrate concentration were determined in blueberry plants grown in 3
substrates with different physical-chemical characteristics. As a result, it was
found that CO2 (1000 ppm) positively influenced the development of blueberry
plants in all substrates, increasing the speed of growth and production. The plants
grown in the experimental substrates S2 (100% coconut fibre) or S3 (90% coconut
fibre and 10% perlite) under elevated CO2 conditions presented higher the
photosynthetic rates. This result in relation to S1 (70% coconut fibre coconut and
30% peat) attributed to the composition (higher percentage of coconut fibre) of
the substrate. However, S1 or S3 presented higher WUE and NUE under elevated
CO2 conditions, increase water use and carbon assimilation to a greater extent
than S2. Elevated CO?2 failed to rise in the concentration of macronutrients and

micronutrients in blueberry leaf and fruit grown in all substrates. However, plants
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grown in S2 have a low nitrogen absorption capacity and a low adaptation to
assimilate nitrogen. Therefore, the results indicate that the addition of perlite in
S3 followed by peat in S1 were more suitable than S2 under elevated CO2
conditions, since the plants were able to absorb nitrogen and water more

effectively providing higher yield in the S3.
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Elevated carbon dioxide and substrate composition affect
growth, nutrient uptake, and water use efficiency in blueberry
cultivation under greenhouse
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Blueberries (Vaccinium corymbosum L.) are a valuable crop with growing Received 22 March 2024
demand due to their nutritional and health benefits. Optimizing their culti- Accepted 12 February 2025

vation under controlled environmental conditions as the use of supple-
mental carbon dioxide (CO,), offers a promising avenue to enhance
growth. However, the interaction between elevated CO, levels and sub- nutrition; nitrogen
strate composition on physiological parameters and nutrient dynamics in assimilat;on; substrate
blueberry plants remains underexplored. Therefore, the objective of the physical properties; water
present study was to investigate CO, supplementation in the growth and uptake

production under controlled conditions in a greenhouse with different sub-

strate composition. Physiological parameters, mineral composition, produc-

tion, water use efficiency (WUE), nutrient use efficiency (NUE), and nitrite

and nitrate concentration were determined in plants grown in 3 substrates

with different physical-chemical characteristics. Results showed that CO,

(1000 ppm) positively influenced the growth and production of blueberry.

The plants grown in the S2 (100% coconut fiber) or S3 (90% coconut fiber

and 10% perlite) under elevated CO, presented higher the photosynthetic

rates. This result in relation to S1 (70% coconut fiber and 30% peat) attri-

buted to the composition of the substrate. However, S1 or S3 presented

higher WUE and NUE under elevated CO,, increase water use and carbon

assimilation. Elevated CO, did not increase macronutrients and micronu-

trients concentration in leaf and fruit. However, plants grown in S2 have a

low nitrogen absorption and adaptation to assimilate. Therefore, the results

indicate that the addition of perlite in S3 followed by peat in S1 were

more suitable than S2 under elevated CO,, since the plants were able to

absorb nitrogen and water more effectively providing higher yield in

the S3.

KEYWORDS
Greenhouses; mineral

Introduction

The impact of increased CO, levels on enhancing crop growth has been widely reported
(Shaheen, Mustafa, and Ulfat. 2022; Van der Kooi et al. 2016; Bishop, Leakey, and Ainsworth
2014; Yang et al. 2022). This phenomenon has been applied in commercial greenhouse farming
after scientific research using a variety of CO, enrichment methods, including greenhouses,
growth chambers, and gradient tunnels (Medina et al. 2016; Shanmugam et al. 2013; Wei et al.
2018; Kimball et al. 2007). Initially studies reported by Kimball (1983) revealed an average 33%
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boost in agricultural yield through CO, enrichment. The knowledge gathered from later experi-
ments revealed that stimulation of photosynthetic rate, increasing crop yield and reduction of
transpiration rate occurred at high CO, (Liu et al. 2019; Shaheen, Mustafa, and Ulfat. 2022; Han
et al. 2023). Considering that CO, is key to photosynthesis, CO, enrichment is a widely accepted
technique to improve photosynthesis, thereby increasing yield and commercial income (Pan et al.
2019; Curtis and Wang 1998; Jacotot et al. 2018; Han et al. 2023).

Also, it has been observed that high concentrations of CO, can increase tomato biomass by
developing higher number of branches and the average leaf area (Mamatha et al. 2014; Pan et al.
2019; Fathurrahman 2023). Increased photosynthesis and reduced stomatal aperture are mainly
induced by an increase in Rubisco activity and depolarization of the guard cell membrane poten-
tial, possibly leading to reduced transpiration and significantly increasing WUE (Wei et al. 2018;
Da Silva Fortirer et al. 2017). At the same time, findings have been reported that there are differ-
ent changes in the C, N and P stoichiometry of woody and herbaceous plants when exposed to
high CO, concentrations, (Du et al. 2019). Furthermore, it has been reported recently that
although there are known advantages of providing CO, in greenhouses, it could also have nega-
tive effects on nutrient absorption, particularly causing a decrease in the concentration of nitro-
gen in tissues (Gojon et al. 2023).

Carbon and nitrogen are the most abundant elements in cells, which intensifies the need for
coordination mechanisms to avoid metabolic inefficiencies (Li et al. 2022). On the other hand,
nitrogen assimilation depends on the availability of a carbon and, consequently, limitation or
oversupply of one element strongly affects the metabolism of the other (Zhang et al. 2018;
Baslam et al. 2020). Architectural features such as plant height, branches and panicles were
reported to be affected not only by N, but also by the distribution of N in the different organs
(Luo, Zhang, and Xu 2020). Moreover, it has been observed that blueberry fruit quality was
related to a high carbon/nitrogen ratio (Yang et al. 2023). Therefore, dynamic variations in car-
bon and nitrogen metabolism in plants directly or indirectly affect the formation and transform-
ation of photosynthates (Wu et al. 2022).

Blueberry (Vaccinium sp. L.), an economically important member of the Ericaceae family and
widely distributed geographically, has become an important fruit crop worldwide. Spain represent
first place in the ranking of blueberry producers in the European Union (Junta de Andalucia
2021). For optimal development, this crop must have a low pH (4.5 to 5.5) (Smrke et al. 2021).
Compared to other non-ericaceous crops, blueberry plants have low mineral nutrient concentra-
tions and, therefore, tend to have lower nutrient requirements than other fruit crops (Doyle,
Nambeesan, and Malladi 2021). Due to these nutritional requirements, producers are searching
for novel methods to grow plants in regions with suboptimal soil conditions, an alternative being
cultivation in containers with soilless substrate and highly controlled fertilization and irrigation
systems (Kingston et al. 2017).

Given the specific pH and organic matter requirements of blueberry, and the fact that agricul-
tural soils rarely meet these criteria, growers frequently amend fields with sulfur, organic matter,
or other inputs. Despite these efforts, the narrow soil preferences of blueberry limit its suitable
cultivation areas. Recently, container-based production has gained popularity, as the use of soil-
less substrates allows cultivation in a broader range of environments. These substrates enable pre-
cise control of nutrient levels in the rhizosphere and allow cultivation on land with issues such as
soil-borne pests, salinity, infertility, or chemical residues. Container production also provided
flexibility, allowing growers to move plants and adjust spacing as they grow (Fang et al. 2020).
Currently, blueberry plants are grown in containers using substrates supplemented with peat and
synthetic minerals (such as vermiculite and expanded clay) to achieve the desired physical and
chemical properties. However, preparing optimal substrate mixtures remains challenging, as these
materials can exhibit characteristics that could affect plan physiology (Zarate et al. 2017).
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In soilless culture, blueberries have high productivity from the first year of cultivation, and
one of the main reasons for achieving this growth pattern is that soilless substrates allow the
roots area to be improved by controlling the water and nutrient content (Heller and Nunez
2022). Thus, innovative horticultural practices with controlled environmental conditions such as
light, humidity, temperature and CO, concentrations have allowed profitable crops in Spain,
Morocco, Mexico, Chile, China, Peru and Argentina, where crops from temperate zones were not
common a few decades ago (Banados 2009; Fang et al. 2022; Lobos and Hancock 2015).

Although nurseries have been using soilless substrates for blueberry production for many years,
the concept of commercial fruit production in containers is relatively new. Substrate mixes used in
nurseries often include peat, coir, bark, and/or perlite, but it has not yet been established whether
these components are equally suitable for long-term blueberry fruit production. (Fulcher et al. 2015).

Therefore, the aim of this work was to investigate CO, supplementation on blueberry growth
and production under greenhouse-controlled conditions with different substrates. As the choice
of peat/coconut fiber in substrates for growing blueberry has pointed to influence various physio-
logical responses affecting yield and quality (Ortiz-Delvasto et al. 2024). In this study, experi-
ments were conducted using tree different soilless substrates, one of which varied in its peat,
coconut fiber and perlite composition. For that, the growth, fruit yield, gas exchange, mineral
nutrition, water use efficiency (WUE) and nutrient use efficiency (NUE) was determined and
related to mineral nutrients composition and to N assimilation.

Material and methods
Plant material and growth conditions

The experiments were carried out with plants of Blueberry (V. corymbosum, L. cv. Legacy).
Blueberry plants were supplied by a commercial nursery (Viveros el Cierrén, Asturias, Spain) as
plants of approximately 60 cm in height after growing in commercial greenhouse conditions.

The experimental growth stage was carried out during the months of June and July, in an
automated greenhouse located in the CEBAS-CSIC experimental field in Santomera (Murcia,
Spain), under regulated conditions of temperature by a cooling system that maintained tempera-
tures of 25°C and 20°C (day/night). The humidity was stable ranging from 60-70%. The con-
trolled conditions experimental phase and the elevated CO, experimental phase was maintained
under these same conditions.

Plants were grown into 30-L pots with 3 different experimental substrates (provided by Projar,
Valencia, Spain) composed of: (S1) 70% coconut fiber and 30% peat, (S2) 100% coconut fiber,
(S3) 90% coconut fiber and 10% perlite. The experimental design was completely randomized
with 3 cultivation lines (one line per substrate), with 30 plants, randomly distributed in 10 plants
per substrate. The substrates were irrigated through continuous dripping at regular 7-min inter-
vals, 4 times a day, with one dripper per container emitting water at of 3L h™'. The irrigation
solution containing KNO; (6 mM), Ca(NO;), (4mM), KH,PO, (1mM), and MgSO, (1 mM),
H,BO; (25uM), MnSO, (2 M), ZnSO, (2 uM), CuSO, (0.5uM), (NH,)sM07024 (0.5uM) and
Fe-EDDHA (20 uM) (Hoagland and Arnon 1938).

The plants grew under these conditions during 16 wk, until the plants reached the stage of
production. After that period, the experimental design consisted in two different periods of one
month each. The first period called Control conditions (ambient CO,), where the plants grown in
the different substrates (S1, S2 and S3) were with ambient CO, (evaluated during the first 8 wk),
and the second period called Elevated CO, (evaluated during the last 4 wk) where the concentra-
tion of CO, was maintained to 1000 ppm. CO, was emitted through ventilation filters and grad-
ually reaching a concentration of 1000 ppm of CO,. The gas emission period was for 12h each
day, throughout the daylight hours (from 8:00 to 20:00). Two days before the end of both the
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control conditions period and the period under elevated CO, conditions, 5 plants from each sub-
strate were harvested and samples were collected for subsequent analysis.

Relative growth rate (RGR) and fruit production

Relative growth rate was determined in leaves of control conditions and high CO, content treat-
ments, during 24 days with an interval of 8 days between each measurement. Leaves were selected
(3 per plant in different branches) in 5 plants per substrate. This procedure was carried out in
situ by drawing the outline of the leaf on a sheet of paper and later using the ImageJ program to
calculate the area, to afterwards obtain the relative growth rate with the following equation
(Primo-Millo and Agusti 2020):

(LnA2 — LnA1l)

RGR =
(t1 —t2)

Where Al is the initial leaf area and A2 is the leaf area determined at time 2. t1 and t2 are
the dates of data collection (intervals of 8 days).

Fruit production was determined during each month of control conditions (ambient CO,) and
elevated CO, conditions. All fruits from each plant was harvested at commercial maturation point
and biomass were determined per substrate. The results are presented as the average g or number
per plant per month.

Leaf gas exchange

Gas exchange parameters such as net photosynthesis rate (A,), stomatal conductance (g,) and
internal CO, concentration (C;) were measured in fully developed leaves using a TPS-2 Portable
Photosynthesis System gas exchange meter (PP Systems, Inc., Amesbury, MA, USA) on a total of
4 leaves per plant from 3 plants for each substrate in each growth period (control conditions and
elevated CO,). Measurements were taken one hour after the start of the photoperiod. All observa-
tions were recorder at a PPFD (photosynthetic photon flux density) of 1500 umol m™2 s~ and
cuvette temperature of 25°C with 2.0 cm® of leaf area exposed for gas exchange. All gas exchange

measurements were taken between 09:00 and 12:00 (local time).

Intrinsic water use efficiency (iWUE) and nutrient use efficiency (NUE)

Intrinsic water use efficiency measures differences related to the leaves ability to regulate photo-
synthesis and stomatal conductance, and which are independent of atmospheric conditions at the
time of measurement. The intrinsic efficiency of water use was calculated using the formula A,/g
(with the units pmol CO, mmol ™ 'H,0) (Fischer and Turner 1978), where (A,) is the net photo-
synthesis of the leaf and (g) the stomatal conductance.

Nutrient use efficiency was determined from crop yield per unit of nutrient applied and was
calculated using the following formula (McDonald et al. 2013).

Yield(Kg~™'Kg™)
Quantity of fertilizer applied(Kg~'Kg™")

Nutrient use efficiency =

Analysis of mineral elements

Minerals contents (macronutrients and micronutrients) were determined according the ISO
11.885 (1996) by Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry (ICP-OES) using a
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Thermo ICAP 6500 Duo equipment (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Lyophilized
samples of leaf and fruit from 3 selected plants of each cultivation were ground into a fine pow-
der using a grinder (Taurus Aromatic, Lleida, Spain). For each ground sample, 200 mg were
added in a microwave furnace equipment to a 25 mL tube with a mixture of 4mL of HNO; (68%
purity) and 1mL H,O, (33% purity) for their subsequent digestion. 300 mL high-purity
de-ionized water, 30 mL H,0, (33% purity) and 2mL H,SO,4 (98% purity) were also added in the
Teflon reactor. The microwave heating digestion program consisted of 3 steps: starting at 20°C
and 40bar; increasing 10 bar/minute for 30 min up to 220°C; and keeping 220°C for 20 min.
After cooling, the mineralized sample were transferred to double gauge tubes of 10 mL (micro
minerals) and 25mL (macro minerals), and the volume made up with high-purity de-ionized
water. A multimineral standard solution containing 31 minerals supplied by SCP Science
(Quebec, Canada) was used to prepare calibration standards in high-purity de-ionized water. For
ICP-OES analyses, two control samples containing high-purity de-ionized water and a multimin-
eral standard were used. Each mineral determination was performed at specific wavelengths rang-
ing from 167.1 to 670.8nm. The concentration of macro and micro minerals were calculated
according the formula ‘mg kg™ or g kg™' = (C x D)/W’; where C was mineral concentration,
D was the dilution factor and W was sample weight.

Determination of total carbon and nitrogen

The total carbon and nitrogen content were determined by the DUMAS method, using the elem-
ental analyzer model TRUSPEC CN628 (LECO Corporation, MI, USA) (Matejovic 1993).
Lyophilized samples of leaf and fruit from 3 selected plants of each cultivation were ground into
a fine powder using a grinder (Taurus Aromatic, Lleida, Spain). For each ground sample, 0.1g of
the solid sample was placed in a tin capsule, which was then closed and introduced into the auto-
sampler of the equipment. The results expressed as percentage of weight (g 100g™").

Determination of nitrite and nitrate

The determination of nitrite and nitrate was carried out in accordance with ISO 10304-1 (2007)
by ion chromatography (Michalski and Kurzyca 2014), using a Metrohm 850 Ion Chromatograph
(Metrohm AG, Switzerland). Samples of leaf, and fruit from 3 selected plants of each cultivation
substrate and CO, conditions were frozen in liquid nitrogen and lyophilized. After that they were
ground into a fine powder using a grinder (Taurus Aromatic, Lleida, Spain). Of each ground
sample, 0.2g was added to 40 mL of milliQ water. The sample was shaken on a mechanical
shaker for 30 min and then centrifuged at 3000 rpm for 10 min.

The sample was filtered through a 0.45 micron nylon filter. Measurement was then performed
in the chromatograph. A multimineral standard solution (commercial solution of different
anions) supplied by SCP Science (Quebec, Canada) was used to prepare calibration standards in
highly purified deionized water. The anion concentration is expressed in mg/L.

Statistical analysis

Data analyses were performed using the SPSS 25.0.0.1 software package (IBM Corp., Armonk,
NY, USA). All the parameters were analyzed using one-way ANOVA, followed by post hoc
Duncan’s New Multiple Range Test.
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Results
Relative growth rate (RGR) and fruit production

The RGR of blueberry plants in elevated CO, conditions were significantly higher than those of
Control conditions plants (Figure 1(a)). However, no differences were observed between the
plants grown in the different substrates.

Blueberry plants under control conditions (ambient CO,) or under elevated CO,, presented
significant changes in fruit production when grown in the different substrates. In control condi-
tions (ambient CO,), the plants grown in S1 have higher production, compared to the plants
grown in S2 and S3, which did not present significant differences. However, under elevated CO,
conditions, all plants experienced a significant increase in production compared to control condi-
tions plants (Figure 1(b)). In the case of elevated CO, plants grown in S3 had higher production
in relation to the plants grown in S1 or S2.

Gas exchange

Figure 2 shows the results of the gas exchange parameters. The photosynthetic rate (A,, Figure
2(a)) showed no significant changes in the plants grown in the different substrates in control con-
ditions (ambient CO,). However, under elevated CO,, all values were significantly higher than in
control conditions plants independently of the substrates. Furthermore, on elevated CO, sub-
strates S2 and S3 showed a significantly higher photosynthetic rate relative to plants grown
on SI.

The internal CO, concentration (C;, Figure 2(b)) did not show significant differences among
substrates in control conditions. However, this parameter increased significantly in all plants
grown in different substrates subjected to elevated CO,, compared to control conditions plants.
The plants grown in S2 substrate presented the highest Ci in elevated CO, conditions in relation
to the plants grown in S1 and S3, with the plants grown in S3 providing the lowest C; values.

Stomatal conductance (g, Figure 2(c)) increased significantly in plants grown on all substrates
under elevated CO, conditions relative to control conditions plants. The plants grown in control
conditions did not show significant differences within the different substrates. Under elevated
CO, conditions, plants grown in S2 substrate presented a significant increase in relation to plants
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Figure 1. (a). Relative growth rate of leaves of the blueberry plant with substrates S1, S2 and S3 under control conditions (ambi-
ent CO,) and under conditions of elevated CO,. measured for 11 days with an interval of 4days between each measurement.
Points indicate the mean +SE of 3 samples with 3 measurements each. (b). Fruit production per month of the blueberry plant
with substrates S1, S2 and S3 during 30 days under control conditions and under conditions of elevated CO,. Each value repre-
sents the average production of 5 plants + SE. Means followed by different letters were significantly different according to dun-
can’s test.
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Figure 2. Gas exchange parameters of blueberry plant with substrates S1, S2 and S3 under control conditions and under condi-
tions of elevated CO,. (a) Photosynthesis rate (A,, pmol m=2 s™"), (b) internal CO, concentration (C;, pmol m™2 s™"), (c) stomatal
conductance (g5, mmol m~2s7"). Values are means + SE (n = 3). For each treatment, different letters show significant differences
according to duncan’s test.

grown in S1 and S3 substrate. No significant differences were found between plants grown in S1
and S3.

Intrinsic water use efficiency (WUEi) and nutrient use efficiency (NUE)

The water use efficiency did not present significant differences in the plants grown in different
substrates under control conditions (ambient CO,). However, under elevated levels of CO,, they
showed significant increases in relation to the control conditions plants. Plants grown on sub-
strates S1 or S3 under elevated CO, conditions showed a significant increase in WUEi compared
to S2, and these plants had the lowest WUEi.

In relation to the nutrient use efficiency, plants showed a significant increase when they were
subjected to elevated CO, conditions compared to control conditions independently of the type
of substrate. Under control conditions, plants grown in S3 substrate presented a greater NUE val-
ues, in all individual nutrients, in relation to plants grown in S1 or S2. Plants grown in S2 pre-
sented the lowest values. Also, significant differences observed between plants grown in S1, S2
and S3, under elevated CO, conditions. The S3 substrate on elevated CO, conditions presented a
greater NUE, in relation to the plants grown in S1 or S2, with the plants grown in S2 substrate
being the ones that presented the lowest NUE (Figure 3).

Concentration of mineral elements

The blueberry plants subjected to high concentration of CO, levels showed a generalized decrease
of the main macronutrients and micronutrients, both in leaves and fruits of plants grown in SI,
S2 or S3, in relation to plants grown under control conditions (plants grown in SI1, S2 or S3
under ambient CO, conditions) (Table 1). Regarding the macronutrients of the plants subjected
to elevated CO,, Ca is one of the few elements that showed an increase in concentration in leaves
of plants grown in S1 and S2 substrate. In relation to the fruit, the concentration of Ca was lower
in plants grown under elevated CO, conditions (independently of the substrates) compared with
those grown in control conditions (with ambient CO,). The concentration of K presented a
higher concentration in the leaves of the plants grown in all substrate under control conditions
(ambient CO,) compared to high CO,. The concentration of this nutrient showed no changes in
fruits. The concentration of Mg in the leaves presents a significant increase in plants grown with
S1 substrate when subjected to elevated CO, conditions. In relation to the fruit, this nutrient did
not present significant differences either in control and elevated CO, in the different substrates.
The concentration of P presented in leaf and fruit, in all S1, S2 and S3 substrates, did not show
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Figure 3. Intrinsic water use efficiency (WUEi) (umol CO, mol™" H,0) and nutrient use efficiency (NUE) macronutrients (kg kg‘1)
and micronutrients (g kg~") of blueberry plant with substrates S1, S2 and $3 under control conditions and under conditions of
elevated CO,. Values are means+SE (n=3). For each treatment, different letters show significant differences according to
Duncan’s test.

significant differences under both CO, conditions. The concentration of S present in the leaves of
the plants showed lower values under high CO, than under ambient CO,. In relation to the con-
centration in the fruit, there were no significant differences in any of the substrates and in any of
the CO, conditions (ambient CO,) or elevated CO, conditions.

Regarding the micronutrients in plants subjected to elevated CO, contents, a decrease in the
concentration of B observed in both the leaves and fruits of plants grown in all substrates. Fe pre-
sented higher values in the foliar and fruit concentration of plants grown control conditions
(ambient CO,) than in high CO,. Manganese increased the concentration in leaves of plants
grown in S2 and S3 substrates under elevated CO, conditions. However, in fruits, the concentra-
tion decreased in plants grown in all substrates, when subjected to elevated CO, levels. Finally,
Zn presented higher values in the leaves of plants grown in S1 substrate under control conditions
(ambient CO,). In relation to the fruit, this nutrient did not present significant differences under
both CO, conditions.
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Determination of total carbon and nitrogen

The N concentration (Figure 4) in the leaves of plants grown in all S1, S2 and S3 substrates did
not show significant variations under elevated CO, conditions compared to the control conditions
(ambient CO,). In fruits, the N concentration showed a significant increase in the fruits of plants
grown in S2, when they were exposed to elevated CO,. The fruits of the plants grown in S1 or S3
did not show significant differences when subjected to elevated CO, when compared with ambi-
ent CO, conditions.

The leaf C concentration showed a significant increase in the leaves of the plants in all S1, S2
and S3 under elevated CO, in relation to the plants grown in ambient CO, conditions. In relation
to C concentration in the fruits, a significant increase was observed in the plants grown in S1 or
S2, when they were subjected to elevated CO, concentrations, compared to the control condi-
tions. Plants grown in S3 showed no significant differences between the ambient CO, conditions
and those subjected to elevated CO,.

Determination of nitrite and nitrate

The nitrite (NO,") concentration (Table 2) in leaves and fruits increased significantly to a similar
value in the plants grown in S1, S2 and S3 when subjected to elevated CO, conditions as com-
pared to control conditions. In control conditions leaves and fruits, the values were very low
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Figure 4. Concentration of total carbon and nitrogen. (a) percentage of N in leaves, (b) percentage of N in fruit, (c) percentage
of Cin leaves, (d) percentage of C in fruit, measured in plants grown with substrates S1, S2 and S3 in control conditions and ele-
vated CO, conditions. Results are expressed as the mean + SE (n = 3). Columns with different letters differ significantly according
to duncan’s test.
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showing <0.01 mg 100 g 'D.W. in all leaves of the different substrates, and in fruits of S1 and S3
substrates. However, the concentration was detectable in fruits of S2 in control conditions
(0.22mg 100g~'D.W).

The results of nitrate concentration (NO3') revealed a different pattern between leaf and fruit.
In the case of leaves, a significant decrease was observed in plants grown in both S1, S2 and S3,
when subjected to elevated CO, concentrations compared to the control conditions. On the con-
trary, in the fruits of plants grown in all S1, S2 and S3 substrate, a significant increase was
observed when they were subjected to elevated CO, conditions in relation to the control
conditions.

Discussion

It is known that high CO, increase the growth and development of herbaceous plants (Roy,
Kapoor, and Mathur 2024). However, the studies of the response of woody plants is very limited.
In this way, the studies reports that, in general, elevated CO, produced higher photosynthetic
rate, generating increases in growth and productivity, but the responses will depend on water
uptake and mineral nutrition (Mndela et al. 2022). In this sense, our blueberry plants presented a
positive effect on growth by elevated CO, in all substrates, increasing the speed of growth and
production. These results coincide with studies carried out on mulberry plants (Morus sp) where
they found persistent increases in the photosynthetic rate when subjecting them to high CO, con-
ditions (Sekhar et al. 2014). Photosynthesis has been reported to be significantly improved due to
the carboxylation role of Rubisco being favored to the detriment of its oxygenating activity,
increasing photosynthetic efficiency (Lobo et al. 2022). This enhancing results have been previ-
ously reported in various studies on woody plants as Camellia sinensis L. grown in chambers
(Ahammed et al. 2020), in Cornus drummondii C.A. Mey., Rhus glabra L., Gleditsia triacanthos
L., Juniperus osteosperma Torr. grown in a greenhouse (O’Connor et al. 2022) and bitter orange
trees planted in open chambers with plastic for 17 years, with elevated CO, (Kimball et al. 2007).
The level of CO, is also a question of debate since projections of atmospheric CO, concentration
will range between about 450 and 600 ppm by the year 2050 since we are strongly dependent on
future scenarios of anthropogenic emissions (Woodward 2002). However, the fact that this high
levels were only applied for one month should be taken into account.

Our blueberry plants showed an increase in net photosynthesis rate (A,), stomatal conductance
(gs) and internal CO, concentration (C;) under elevated CO, conditions, in all S1, S2 and S3 sub-
strates, relative to control conditions plants. However, the plants grown in S2 or S3 subjected to
elevated CO, conditions presented the highest growth and highest values of the photosynthetic
rate, in relation to S1. This result can be attributed to the composition of the substrate and its
physical characteristics reported previously (Ortiz-Delvasto et al. 2024), since S2 and S3 were
composed mainly of coconut fiber which has the capacity to retain more water and provide
greater aeration compared to other substrates (Gomez-Bellot et al. 2020). On the other hand, as
Ci did not show changes in control conditions (ambient CO,), but an increase in this parameter
was observed similarly in plants grown in either S1 or S3 under elevated CO,.

Various studies have shown that the behavior of Gs under conditions of elevated CO, is
contradictory and could be specific to each specie (Purcell et al. 2018). Accordingly, measure-
ments on woody plants, demonstrated that Gs could increase in response to elevated CO, levels
under specific climatic conditions (high temperature and low humidity) but depending on water
availability (Purcell et al. 2018). In blueberry, previous works reported the effect of source-sink
balance on foliar traits and found a positive correlation between stomatal conductance and photo-
synthesis (Jorquera-Fontena et al. 2016), demonstrating that blueberry plants could have the cap-
acity to respond to changes in the demand by photoassimilates by altering stomatal,
photochemical, and biochemical parameters (Petridis et al. 2020). In this sense, we observed that
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blueberry plants in S2 grown under elevated CO, conditions somehow had the ability to increase
Gs by the 100% of coconut fiber in the substrate. It has been reported that the increase of AW in
soils could improve stomatal conductance and net assimilation rate, resulting in increased photo-
synthetic capacity in species such as black locust (Robinia pseudoacacia L.) (Liu et al. 2013), but
the fact that SI and S3 showed similar g, values indicate that, again, other parameter is
influencing.

Substrates S1 and S3 presented higher WUE and NUE in elevated CO, conditions, indicating
that these plants have the ability to balance water use and carbon assimilation to a higher extent
than S2. The higher values of water use efficiency (WUE) and nutrient use efficiency (NUE), in
each individual nutrient, in S1 and S3 were possibly occurring due to the composition of peat
(S1) and perlite (S3) that was promoting higher water and nutrient availability (Ortiz-Delvasto
et al. 2024), being the nitrogen compounds those that provide higher NUE increases (Domec,
Duncan, and McCulloh 2017; McCarthy et al. 2010).

Elevated CO, caused a significant failed to increase in the concentration of macronutrients,
K and S, and micronutrients, B and Fe, in blueberry leaves and fruits grown in all S1, S2 and S3
substrates, in relation to plants grown under control conditions (ambient CO,). As it has been
reported that the increase in yield caused by elevated CO, can reduce the mineral quality in the
edible parts of crops (Dong et al. 2018) in our case, it occurred at a very low extent in fruits for K,
S, and B. However, Fe and Zn was observed to be limited in leaves but Fe greatly decrease fruits
with all substrates. The suppression of Fe and Zn has been reported in rice (Oryza sativa L.) under
elevated CO, (Chumley and Hewlings 2020) and also in cotton (Gossypium herbaceum L.) (Prior
et al. 1998), but they could not asses the mechanism leading to such reduction. Although, several
hypotheses have been proposed, any of them could fit with our results. Some reports indicated that
the low nutrient concentrations is a result of nutrient dilution, which occurs because the increase in
carbohydrates synthesis is greater than the increase in nutrient absorption under elevated CO, con-
ditions (Guo et al. 2015). Accordingly, also Ca was suppressed in the fruits of blueberry plants sub-
jected to high CO, conditions could be think in opposite to the study carried out by Fangmeier
et al. (1999), where they found an increase in Ca and Fe in the grain of wheat under elevated CO,
conditions. However, the fact that they blueberry are fruits and wheat are seed could reduce the
confronting results.

Our study demonstrated that elevated CO, did not affect the concentration of total N in the
leaves or fruit, but the concentration of total N in fruit increased in plants grown in S2 under ele-
vated CO, conditions. This action was probably because S2 is composed only of coconut fiber,
which has a high water retention capacity, good aeration capacity, which allows greater water
availability and therefore greater nutrient retention (Ortiz-Delvasto et al. 2024). Accordingly, He
et al. (2014) found that elevated CO, in soybeans increased the entry of labile C into the soil, so
there are more microbial carbon sources, which increases the abundance of genes in the N cycle.
Poorter et al. (1997) observed that the decrease in total nitrogen in leaves under elevated CO,
conditions was lower when plants were grown in hydroponics than in pots, which suggests it is
related to the improvement of nitrogen nutrition in hydroponic cultivation.

Under control conditions (ambient CO,), plants grown in S1 presented a higher concentration
of NO; in the plant leaf, in relation to plants grown in S2 or S3. This result can be attributed to
the high cation exchange capacity of peat-based substrates, which primarily affects the retention
of cations but has little impact on nitrate, making it more available and influencing overall
plant dynamics. This likely explains the increased nitrate concentration in S1 plants (Bar-Tal
et al. 2019). However, the lower nitrate concentrations observed under high CO, conditions indi-
cate more efficient nitrogen metabolism.

Research suggests that the N uptake preference of blueberry plants is for ammonium rather
than nitrate, probably due to an evolutionary mechanism resulting from the adaptation of
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blueberries to habitats characterized by acid soils, where ammonium is the most abundant inor-
ganic N ion avaijlable (Claussen and Lenz 1999; Poonnachit and Darnell 2004; Nunez, Olmstead,
and Darnell 2015; Bryla and Strik 2015). However, it is not clear whether the improved perform-
ance of blueberry plants at high NH," concentrations was due to increased N uptake or to
increased uptake of microelements such as iron, manganese or zinc, which are more accessible at
low rhizosphere pH (Tamir et al. 2021). In our trial, we used NOj;™ as the main source of N with
high rates of absorption possibly due to the pH adjustment of the nutrient solution.

Differences were found in the concentration of NO,’, NO;™ ions when the plants were sub-
jected to elevated CO, conditions in all the substrates. A generalized limitation in the concentra-
tion of leaf NO; was observed in plants grown in S1, S2 and S3. Various studies report a
decrease in the concentration of NO;™ in plants grown under elevated CO, conditions (Purvis,
Peters, and Hageman 1974; Yelle, Gosselin, and Trudel 1987; Geiger et al. 1998; Stitt and Krapp
1999). On the contrary, regardless of the substrate, an increase in NO, concentration was
observed in both leaves and fruit under elevated CO, conditions. Taken together, these changes
in the concentration of total N, nitrate and nitrite under conditions of elevated CO, can indicate
that high CO, can cause greater nitrogen absorption, provided that the nitrogen supply is
adequate, but, the assimilation of inorganic nitrogen could be modified (Stitt and Krapp 1999).
To understand the decrease in nitrogen concentration, Taub and Wang (2008) found that the
reduced uptake of nitrogen is likely caused by a decreased demand for nitrogen by the plant tis-
sues and a reduced ability of the soil/root system to supply nitrogen to the rest of the plant. In
our substrates, it can be observed that plants grown in S2 has low ability to absorb nitrogen and
low adaptation to assimilate nitrogen since NO,  was found at higher concentrations than with
the rest of substrates either in leaves or fruits.

Conclusion

In our study with blueberry plants, it was observed that elevated CO, levels (1000 ppm) pro-
duced faster growth and increased fruit production in relation to enhanced photosynthesis,
internal CO, concentration, and stomatal conductance. Also, elevated CO, positively influenced
overall plant nutrition by improving nutrient use efficiency (NUE) and water use efficiency
(WUE). However, the nutritional status of the plants was strongly influenced by the substrate
composition, which affected how efficiently nutrients were absorbed. Accordingly, the compos-
ition of the substrates played a key role in plant development. Substrates S3 (90% coconut fiber
and 10% perlite) and S1 (70% coconut fiber and 30% peat) were found to be more suitable for
blueberry cultivation under elevated CO, conditions, as they facilitate nutrient and water uptake,
likely due to the inclusion of perlite and peat. Also, the nitrate concentration in leaves of blue-
berry of plants grown in SI revealed a relation to peat composition and the cationic exchange
capacity. Considering the results related to the suppression of K, S, B and Fe by high CO,, fur-
ther investigation is needed to understand the mechanisms which is independent of the sub-
strate composition.
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DISCUSION GENERAL

En esta seccién se proporciona una vision general e integradora de la Tesis
Doctoral teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en los diferentes
capitulos. Este trabajo de investigacién aborda tres aspectos fundamentales en el
estudio de la nutricion mineral y la calidad de produccion de Cannabis sativa L.
y Vaccinium Corymbosum.: Los cambios que provocan los diferentes
componentes de sustratos sobre la fisiologia, el crecimiento y la produccién de
Cannabidiol (CBD) del cannabis, identificando el sustrato méas adecuado para su
cultivo con el fin de aumentar la produccion de metabolitos secundarios (Capitulo
), el estudio del efecto de sustratos con diferente composicion sobre el desarrollo,
contenido nutricional y produccion del ardandano y el caiamo en condiciones de
invernadero (Capitulo I1), y la respuesta diferencial en el crecimiento y la
produccidn del cultivo de arandanos ante la suplementacion con CO2 cuando se
utilizan diferentes composiciones de sustratos (Capitulo I11). A lo largo de estos
capitulos, se han generado conocimientos que ademéas de profundizar en la
biologia de estos cultivos, abren las puertas a la importancia de seleccionar
sustratos adecuados con el fin de maximizar la produccion y ofrecer nuevas
técnicas aplicables en la agricultura actual que permitan una mayor produccién y

calidad de los cultivos, asi como mayor valor nutraceutico.

La produccion de diversos cultivos en sustrato sin suelo presenta una alta
productividad desde el primer afio de cultivo, ya que permiten mejorar la rizosfera
de la planta al controlar las concentraciones de nutrientes, el contenido de
humedad y limitar el estrés del suelo (Heller et al., 2022). No obstante, tanto la
composicion fisico-quimica de los sustratos como la respuesta fisioldgica de las
plantas frente a la composicion del sustrato, esta poco caracterizada. Por ello, uno
de los objetivos en la presente Tesis Doctoral ha sido elucidar como el desarrollo,
la respuesta fisioldgica de la plantay la calidad de la produccion se ve influenciada
por la composicion del sustrato, relacionando las caracteristicas quimicas y fisicas
de los sustratos con el crecimiento, el intercambio hidrico y la nutricion mineral

de las plantas.
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Los diferentes materiales utilizados en la composicion del sustrato pueden
beneficiar o afectar de manera directa el desarrollo de la planta. Estas mezclas con
frecuencia contienen fibra de coco con mezclas de turba y/o perlita en distintas
proporciones, pero nunca hasta la fecha se habia realizado un analisis exhaustivo
e integral de los efectos diferenciales de estas composiciones sobre la fisiologia,
bioquimica y biologia molecular de las plantas, ni se habia ahondado en si estos
componentes son igualmente adecuados para la produccién de plantas diferentes,

como el ardndano (Kingston et al., 2017) y el cannabis (Burgel et al., 2020).

3.1 Caracteristicas fisicas y quimicas de los sustratos como factores

fundamentales en el desarrollo y nutricion de las plantas

Uno de los factores fundamentales que afectan el crecimiento y desarrollo
de las plantas es la disponibilidad de nutrientes, que esta directamente relacionado
con el pH del suelo (Barrow et al., 2023). En este contexto, es importante tener en
cuenta el entorno evolutivo de las distintas especies, que generan preferencias por
suelos mas o menos acidos (Van der Putten et al., 2013). Por ejemplo, se sabe que
el rendimiento de las plantas de cannabis es mas alto cuando el pH del suelo se
sitla entre 6.6-6.8 (Coffman et al., 1975) debido a la mayor disponibilidad de
nutrientes necesarios para su alta demanda de crecimiento. Sin embargo, para el
arandano el pH ideal es entre 4.5 y 5.5 y esto se debe a que las raices del arandano
son muy finas y carentes de pelos absorbentes, 1o que limita su capacidad de
absorber nutrientes en suelos con pH neutro o alcalino (Ramirez-Villacis et al.,
2023).

El cannabis mostré preferencia por sustratos mezclados como los de fibra
de coco (70%) con turba (30%), fibra de coco (70%) con perlita (30%) y, fibra de
coco (60%) con turba (30%) y perlita (10%), que presentaron valores 6ptimos,
mientras que los sustratos con mayor contenido en fibra de coco (fibra de coco
100%, fibra de coco 90% con perlita 10%), mostraron los valores mas altos de pH
en la solucion filtrada, encontrdndose por encima del pH Optimo para el

crecimiento del cannabis. Si bien es cierto que durante nuestros ensayos el pH
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disminuyé gradualmente en todos los percolados del sustrato, tal y como se ha
descrito en otros estudios anteriores (Caplan et al., 2017b), permitiendo la

supervivencia y crecimiento del cannabis.

Un aspecto importante es que el cannabis mostré una mayor capacidad de
amortiguamiento fisioldgico frente a fluctuaciones en las caracteristicas quimicas
del sustrato. Esto puede deberse a una expresion mas dindmica de transportadores
de iones y mecanismos de adaptacion nutricional, lo cual ha sido descrito en
estudios recientes sobre la plasticidad fisiologica de esta especie. Asimismo, el
cannabis toler6 mejor condiciones de CE mas altas que el ardndano, lo cual
sugiere diferencias importantes en los umbrales de sensibilidad a la salinidad entre
ambas especies. De esta manera, al igual que el pH, la conductividad eléctrica
(CE) de la solucion de riego también ejerce una influencia en el crecimiento de
las plantas, y se ha informado de una correlacion negativa entre el crecimiento de
las plantas y la CE en el cafiamo (Anderson et al., 2021). El sustrato compuesto
por fibra de coco (100%) mostr6 la CE mas alta (2,5mS cm™) en comparacion
con los demas, seguido del sustrato 90% fibra de coco: 10% de perlita (1,5mS
cm )y, a pesar de que todas las plantas fueron regadas con la misma disolucion
nutritiva, las plantas crecidas en sustratos compuesto por un mayor porcentaje de
fibra de coco, tuvieron una conductividad eléctrica (CE) més alta en comparacion
con los demas, por ende, esta diferencia en la CE se asocio con la diferente
composicion del sustrato. Investigaciones posteriores, respaldan la importancia de
que los niveles iniciales de pH y CE pueden servir como indicadores preliminares
para seleccionar mezclas de medios de cultivo 6ptimos, pero no son el Gnico factor

de éxito a largo plazo (Yang et al., 2025).

En el caso del ardndano, Desde el punto de vista quimico las plantas
prefieren los suelos acidos y, tal y como ocurrio en el capitulo I, los experimentos
con sustrato revelaron que los sustratos compuestos por fibra de coco (100%)
tenian un pH y CE mayor, lo cual afectaria negativamente al desarrollo de estas
plantas. Sin embargo, se ha demostrado que la fibra de coco es adecuada para la
produccion de plantas ericaceas en contenedores (Scagel, 2003), por lo que, para

mitigar el aumento del pH, se realizaron ajustes de pH a la disolucion nutritiva
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con &cido clorhidrico (0.001N). Asi mismo, el sustrato compuesto por fibra de
coco (100%) presentaba altas concentraciones de sodio, que se redujeron con
lavados antes de iniciar los experimentos, dando como resultado un sustrato con
caracteristicas idoneas para el cultivo de arandano (Capitulo I, Capitulo I11). En
definitiva, si se realizan lavados al sustrato compuesto por fibra de coco, se
reduciré la concentracion de sodio y se ajustaran los valores de pH y CE, por lo
que tendremos un sustrato adecuado para el cultivo de arandano. Estas diferencias
en los resultados de pH y CE se entienden desde una perspectiva fisiologica,
observando que, Vaccinium corymbosum L. es altamente sensible al pH, mientras
que cannabis sativa L. puede prosperar en un rango mas amplio, gracias a
sistemas de absorcion radicular mas eficientes y adaptativos. Adicionalmente,
también en aradndano, se observo que el sustrato con perlita mostro mejor
estructura fisica bajo enriquecimiento con CO-, permitiendo mayor aireacion, lo
que es fundamental bajo condiciones de mayor demanda fotosintética como
ocurre en ambientes enriquecidos con CO.. La literatura apoya este hallazgo, ya
que estudios como el de Kingston et al., (2020) han demostrado que la
incorporacion de perlita mejora el crecimiento de arandanos al mantener una

adecuada oxigenacién del sistema radicular.

Otro factor a considerar, es la composicion mineral de los sustratos que se
encuentra ligada al origen del material (Atzori et al., 2021). En nuestros resultados
para el cultivo de cannabis (Capitulo 1), encontramos que, los sustratos
compuestos con mayor contenido en fibra de coco fibra de coco tuvieron mayores
concentraciones de sodio (Na), calcio (Ca) y Fe, resultados que atribuimos al
origen de la fibra de coco. Por su parte, el sustrato compuesto por fibra de coco
(60%) con turba (30%) y perlita (10%), presento las mayores cantidades de Mg,
cobre (Cu), manganeso (Mn) y zinc (Zn). Estudios posteriores demuestran que la
fibra de coco y el biocarbdn contienen un alto contenido de cationes basicos y
amplia area superficial cargada negativamente, que mejoran la capacidad de
adsorcion y retencion electrostatica de Ca2* y otros cationes y permite que los
nutrientes puedan liberarse lentamente para su uso por parte de la planta (Eisa et
al., 2025; Tang et al., 2024). De igual modo, el sustrato fibra de coco (100%) para

el cultivo de arandano (Capitulo Il, capitulo IlI), tiene mayor capacidad de

126



Discusion general

retencion de nutrientes, resultando en mayores concentraciones de N y Fe. En
definitiva, la seleccion del sustrato debe considerar no solo el pH y la
conductividad eléctrica, sino también la composicion mineral y su capacidad para

liberar nutrientes de manera eficiente para el crecimiento.

Ademas, como hemos mencionado a lo largo de esta tesis, la distinta
composicion de los sustratos conduce a diferentes capacidades de retencién de
aguay nutrientes, generando un impacto en la fisiologia de las plantas (Kim et al.,
2011). Asi, la nutricién mineral de una planta se refleja en gran medida en el
contenido de nutrientes presentes en sus hojas. Diversos estudios han evidenciado
que la absorcién de nutrientes y el crecimiento vegetal estan estrechamente
modulados por las propiedades fisicas del sustrato (Raviv et al., 2004; Soong et
al., 2020). Los resultados obtenidos en nuestros ensayos evidencian que la
respuesta a estos sustratos es altamente especifica y varia entre las especies, lo
que permite dilucidar mecanismos diferenciados de absorcion y transporte de

nutrientes.

En nuestro estudio se encontraron diferencias significativas en la absorcion
de nutrientes en funcion de la combinacion de fibra de coco, turba y perlita,
mostrando como cada especie responde de manera particular a las condiciones del
sustrato. En cuanto a la acumulacién de P en las hojas, en plantas de cannabis
cultivadas bajo diferentes composiciones de sustrato (Capitulo 1) no se evidencio
mayor acumulacion de este nutriente cuando se cultivé en sustrato compuesto por
fibra de coco (100%). En contraste, en arandano (Capitulo I1), se reveld que el
contenido mineral en hojas, mostré valores mas altos de P en las plantas cultivadas
con sustrato de fibra de coco (100%) en comparacion con otras combinaciones de
sustrato. Este hallazgo es congruente con estudios previos en otras especies, como
el tomate, donde se ha demostrado una mayor concentracion de P en los brotes
cuando se cultivaban en fibra de coco que en un sustrato de turba-vermiculita
(Xing et al., 2019). Dicho contraste, pone en manifiesto que cada especie tiene
diferentes mecanismos de absorcion de nutrientes que responden de manera

diferenciada a las condiciones del sustrato.
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Resulta relevante destacar que, en ambas especies (cannabis y arandano),
las plantas crecidas en sustratos compuestos por fibra de coco (100%) y mezclas
fibra de coco (90%) con perlita (10%) presentaron los niveles mas bajos de Fe y
Mn en hojas, a pesar de que el sustrato contenia altas concentraciones de Fe en
forma disponible, lo que sugiere que otros factores del medio, como el pH y la
conductividad eléctrica (CE) de la solucion del sustrato, interfieren
significativamente en la disponibilidad y absorcién de estos nutrientes para la
planta. En el caso del cannabis, la relacion del pH del percolado y la concentracion
de Fe en las hojas fue especialmente marcada, confirmando que la disponibilidad
de Fe depende fuertemente del pH (Kim et al., 2007) y la correlacion entre el pH
en el percolado del sustrato y el contenido de Fe en las hojas fue clara en nuestros
resultados. La interaccion entre la composicion del sustrato y la absorcién de
nutrientes también se extendié a otros cationes esenciales. En este sentido,
observamos que las plantas de cannabis crecidas en sustrato que combinan fibra
de coco (70%) con turba (30%) o mezclas de fibra de coco (60%) con turba (30%)
y perlita (10%), mostraron una recuperacion en la absorcién tanto del Fe como
Ca, cuando estos cationes estaban disponibles. Esta mejora, se puede atribuir a
gue estos sustratos parecen favorecer la movilizacion y el transporte de cationes,
posiblemente mediado por un incremento en la transpiracion. Ademas, elevados
niveles de transpiracion, facilitan el transporte via apoplastica de Fe y Ca hacia
las hojas, una hipoétesis apoyada por investigaciones que han resaltado el papel del
flujo del agua en la absorcién y distribucién de nutrientes (Kumar et al., 2015;
Pathak et al., 2021).

Un hallazgo paradojico se presento en el comportamiento del boro en las
plantas de cannabis. En este caso, las plantas cultivadas en sustrato fibra de coco
(90%) con perlita (10%) exhibieron la mayor acumulacion de B en las hojas, aun
cuando este medio presentaba la menor concentracion inicial del nutriente. Este
fendmeno sugiere la existencia de un mecanismo compensatorio en el que, ante la
baja disponibilidad inicial, la planta optimiza la absorcion y el transporte del boro
para mantener la homeostasis nutricional. Por el contrario, en el caso del ardndano,
se observd que la mayor acumulacién de B ocurrié en sustratos con una mayor

disponibilidad inicial de este nutriente, lo que apunta a una capacidad regulatoria

128



Discusion general

menos eficiente en comparacion con el cannabis. Estas diferencias resaltan la
importancia de considerar las caracteristicas inherentes a cada especie al momento

de seleccionar el sustrato y disefar estrategias nutricionales especificas.

También, en el caso del cannabis, se identificd que el sustrato compuesto
por fibra de coco (70%) con perlita (30%) mostro los valores mas altos de potasio
(K), fésforo (P), boro (B), cobre (Cu) y manganeso (Mn), junto con una
considerable cantidad de agua de reserva (RW). No obstante, la alta proporcion
de perlita presente en este sustrato probablemente favorece la retencion del agua
y de ciertos nutrientes en el propio medio, limitando su disponibilidad para la
absorcion por parte de la planta. Como consecuencia, tanto el contenido de
nutrientes en hojas como en inflorescencias se vio reducido, lo cual se
correlacion6 con un menor crecimiento en comparacién con plantas cultivadas en
sustratos que combinan fibra de coco (70%) con turba (30%) o mezclas que
incorporan fibra de coco (60%), turba (30%) y perlita (10%).

La acumulacion de nutrientes en las inflorescencias representa un indicador
fundamental del estado nutricional de las plantas durante la fase reproductiva, y
su analisis permite establecer relaciones directas entre el tipo de sustrato, la
dinamica hidrica y la eficiencia en la absorcion mineral. En este sentido, se
observo que las plantas cultivadas en sustratos fibra de coco (70%) con turba
(30%) v fibra de coco (60%) con turba (30%) y perlita (10%), asi como aquellas
en sustrato fibra de coco (90%) con perlita (10%), presentaron mayores niveles de
acumulacion de nutrientes. Por el contrario, las plantas crecidas en sustratos fibra
de coco (70%) con perlita (30%) y en aquellos con fibra de coco (100%)
mostraron un contenido global de nutrientes significativamente menor,
destacandose las concentraciones reducidas de Ca, magnesio (Mg) y Cu en las
primeras. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la movilidad y disponibilidad
de los nutrientes esta fuertemente influenciada por el movimiento del agua en el
sustrato, sugiriéndose que una mayor retencion hidrica puede limitar la absorcion

efectiva en las etapas tanto vegetativas como reproductivas.
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Por consiguiente, la relacion entre la dinamica hidrica del sustrato y la
eficiencia en la nutricion vegetal se hace evidente a partir de estos hallazgos. Una
mayor retencién de humedad podria generar condiciones de saturacion que
interfieren con la oxigenacion radicular y el transporte eficiente de solutos desde
la raiz hacia los tejidos aéreos (Arablousabet et al., 2024). Del mismo modo, un
sustrato con escasa capacidad de retencion puede inducir estrés hidrico
intermitente, reduciendo la eficiencia del transporte por el xilema y, por ende, la
acumulacion de nutrientes en tejidos clave como las inflorescencias. En conjunto,
estos datos respaldan la hipotesis de que no solo la composicion quimica del
sustrato, sino también sus propiedades fisicas, influyen significativamente en la

nutricion mineral durante el desarrollo reproductivo.

En relacién con lo anterior, en las plantas de arandano (Capitulo I1), el Ca,
B y Mn de las plantas cultivadas en sustrato fibra de coco (70%) con turba (30%)
mostraron concentraciones mas altas gracias a una mayor disolucion y lixiviacion
en el sustrato, que incrementd su disponibilidad en la solucion nutritiva. A mayor
presencia de nutrientes en forma disuelta, mayor es la disponibilidad de absorcion
por parte de las raices, a pesar de que este fendmeno reduzca la retencion
intrinseca del sustrato. Asi, estos resultados apoyan la idea de que la medicién del
drenaje previo a la plantacion podria ser una buena técnica para conocer las

posibles necesidades de fertiirrigacion de un suelo especifico.

Un caso particular es el del efecto del incremento de CO2 en cuanto a la
disponibilidad y capacidad de absorcion de otros nutrientes. Es bien sabido que el
aumento en el rendimiento causado por el CO:2 elevado puede reducir la calidad
mineral en las partes comestibles de los cultivos (Dong et al., 2018). En nuestro
caso, bajo elevadas condiciones de CO2 se observd una reduccion de K, Sy B en
el fruto de arandano, aunque en baja medida. El nitrogeno total (N total) en nuestro
estudio (Capitulo 11l) sin embargo, no mostré variaciones significativas en
condiciones de CO2 elevado en comparacién con las condiciones de control (CO2
ambiental), e incluso la concentracion de N total en los frutos aumentd en las
plantas cultivadas en un sustrato fibra de coco (100%) bajo estas condiciones. Este

comportamiento puede atribuirse a la alta capacidad de retencién de agua y buena
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aireacion de la fibra de coco, lo que favorece una mayor disponibilidad de
nutrientes para la planta y facilita la rapida translocacion de nitrégeno al fruto
(Ortiz-Delvasto et al., 2023).

Otro factor a considerar en relacion con la nutricion del ardndano, es la
preferencia de absorcion de N, ya que, diversas investigaciones sugieren que las
plantas de arandanos tienen preferencia por amonio (NH4*) en lugar de nitrato
(NOs3), quiza, debido a un mecanismo evolutivo resultante de la adaptacion de los
arandanos a habitats caracterizados por suelos acidos, donde el amonio es el ion
N inorg&nico més abundante disponible (Bryla et al., 2015). No obstante, no es
claro si las plantas de ardndano presentan mejor rendimiento en altas
concentraciones de NH4" debié a una mayor absorcion de N o a una mayor
absorcién de microelementos como Fe, Mn o Zn, que son mas accesibles a un pH
bajo de la rizosfera (Tamir et al., 2021). Por consiguiente, para evitar afectar a la
absorcion de microelementos, en nuestro ensayo utilizamos NO3z™ como principal
fuente de N evidenciandose altas tasas de absorcién posiblemente debido al ajuste
del pH de la solucion nutritiva, que al ser bajo favorecié la disponibilidad y
solubilidad de micronutrientes como el manganeso (Mn) y el zinc (Zn), en las
hojas de plantas cultivadas en los sustratos fibra de coco (100%) y fibra de coco
(90 %) con perlita (10 %).

Respecto al efecto que tuvo el COz2, nuestros resultados revelaron una
limitacion generalizada en la concentracion de NOs™ foliar en plantas de arandano
cultivadas en todos los sustrato sometidas a elevadas concentraciones de CO2
(capitulo 111). Este hallazgo coincide con estudios previos que reportan una
disminucion en la concentracion de NOs™ en plantas de maiz (Purvis et al., 1974),
tomate (Yelle et al., 1987), trigo (Adavi et al., 2021) cultivadas en condiciones
elevadas de CO:. Por el contrario, independientemente del sustrato, se observé un
aumento en la concentracion de Nitrito (NO2") tanto en hojas como en frutos en
condiciones de CO- elevado, probablemente por una limitacion en la conversion
de nitrito a amonio, donde se ve reducida la actividad de la nitrito reductasa,
permitiendo una mayor acumulacion de NO-". Por consiguiente, en conjunto, estos

cambios en la concentracion de NOsz™y NO:" pueden indicar que un alto nivel de
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CO: puede provocar un desequilibrio en la asimilacién de nitrogeno que debe

tenerse en consideracion a la hora de aplicar este tipo de estimulacion.

3.2 Las relaciones hidricas de la planta se ven influenciadas por la

composicion del sustrato.

Las relaciones hidricas son un factor crucial para el desarrollo de la planta
de especies de alto valor agronémico como el cannabis y el ardndano, donde la
eficiencia en el uso del agua, la transpiracion y el crecimiento estan estrechamente
vinculados a las caracteristicas del sustrato, e interfieren enormemente en la
disponibilidad de agua para ser absorbida por las plantas. En este contexto, la
conductancia estomatica (gs) y transpiracion en las plantas parecen estar
directamente relacionadas con la absorcion de agua y el crecimiento general de la
planta.

En el estudio con cannabis (Capitulo 1), se observé que los sustratos con
mayor proporcién de fibra de coco (60%) combinada con turba (30%) y perlita
(10%) ofrecieron una mayor cantidad de agua facilmente disponible (AW) y
menor proporcion de agua no disponible (UAW), lo que se tradujo en un
crecimiento mas vigoroso, mayor numero de hojas, una alta eficiencia del
fotosistema 1l (PSIl) y una mayor produccion de inflorescencias. Esta
disponibilidad hidrica favorecié el transporte de agua por la via apoplastica, un
mecanismo pasivo Y eficiente que no requiere una alta regulacion molecular para
mantener el flujo hidrico. Sin embargo, al disminuir la proporcion de turba o
eliminarla completamente, como en fibra de coco pura o fibra de coco con perlita,
la fraccion de agua facilmente disponible disminuyo significativamente,
incrementando la proporcion de agua de reserva o no disponible. Esta menor
disponibilidad hidrica obligé a las plantas a activar mecanismos compensatorios
para sostener el transporte de agua hacia los Organos en crecimiento,
especialmente las hojas y las inflorescencias. Cuando la disponibilidad de agua de
los sustratos fue menor en sustratos con ausencia de turba, la transpiracion de las
plantas de cannabis disminuyd, lo que sugiere la presencia de estrés hidrico,

reduciendo la via apoplastica de transporte de agua (Aroca et al., 2007), y que
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ademas, ocasiono el “espigado” de estas plantas, tal y como sucede en plantas
como lechuga o la col china donde los factores abioticos externos pueden inducir
el espigado temprano (Loarca et al., 2024; Soorni et al., 2023). En este contexto,
se observd una mayor expresion de genes de acuaporinas, en particular del
subgrupo PIP (Plasma membrane Intrinsic Proteins), lo cual sugiere una
intensificacion del transporte de agua por la via simplastica a través de membranas
celulares. Esta via se vuelve relevante cuando la ruta apoplastica no es suficiente
para sostener la demanda hidrica, tal como ocurre en condiciones de estrés hidrico
moderado inducido por el sustrato. La expresion de PIP2.2, PIP2.3 y PIP2.7 fue
significativamente mayor en plantas cultivadas en fibra de coco (90%) con perlita
(10%), coincidiendo con una condicion hidrica mas restrictiva del sustrato, en la
que predomind el transporte de agua mediado por proteinas de membrana (Li et
al., 2015; Li et al., 2021; Zhang et al., 2020). Esta respuesta se acompafié de un
mayor contenido foliar de micronutrientes que también pueden movilizarse en
conjunto con el flujo hidrico a través de las acuaporinas, indicando una interaccion
entre la regulacion del transporte de agua y nutrientes. Ademas, la mayor
expresion de estas acuaporinas coincidid con una reduccion de la eficiencia
fotosintética y del contenido de clorofila, lo que indica que, si bien el transporte
de agua fue mantenido gracias a la activacion de estas proteinas, no fue suficiente
para compensar completamente los efectos del estrés generado por la disminucién
de disponibilidad de agua del sustrato. La expresién de PIP1.4, por su parte,
presentd una expresion significativamente mayor en condiciones de menor
disponibilidad de agua, lo cual se alinea con su funcidn previamente descrita en
la regulacion de la apertura estomatica y la respuesta antioxidante bajo estrés
hidrico. Este patrén sugiere que su activacion es parte de una respuesta de defensa
mas que de crecimiento. En contraste, la expresion de PIP2.1 se asocié con
sustratos que favorecieron el desarrollo reproductivo (mayor produccion de
inflorescencias y contenido de CBD), indicando un posible papel de esta
acuaporina en el transporte eficiente de agua y solutos hacia estructuras

reproductivas en condiciones hidricas més favorables.

En conjunto, estos hallazgos muestran una clara conexion entre las

propiedades hidricas del sustrato y la regulacion de las acuaporinas en cannabis.
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En sustratos con alta disponibilidad de agua, las plantas pueden depender
principalmente del transporte por la via apopléstica, lo que reduce la necesidad de
una elevada expresion de acuaporinas. En cambio, en condiciones donde el
sustrato limita el acceso al agua, como en tratamientos con alta proporcion de fibra
de coco, las plantas compensan mediante una mayor expresioén de acuaporinas
para mantener la turgencia celular y el transporte de nutrientes. Este cambio en la
via predominante de transporte hidrico representa un ajuste fisiolégico clave para
sostener el crecimiento y la productividad bajo diferentes escenarios de

disponibilidad de agua impuesta por el tipo de sustrato.

En el ardndano también encontramos una fuerte relacion entre el sustrato,
la respuesta hidrica de la planta y el crecimiento. Se sabe que las plantas de
arandano cultivadas con sustrato fibra de coco (100%) presentan el mayor niUmero
de estomas por mm?, aunque menor conductancia estomatica que las plantas
cultivadas en sustratos fibra de coco con turba (Ortiz-Delvasto et al., 2023). En
este sentido, observamos que, al aumentar el CO2, las plantas de arandano
(Capitulo I11) crecidas en sustrato compuesto por fibra de coco (100%) tuvieron
la capacidad de aumentar la conductancia estomatica (gs). En consecuencia, las
mediciones en plantas lefiosas demuestran que la gs podrian aumentar en
respuesta a niveles elevados de CO2, aunque dependiendo de la disponibilidad de
agua en el sustrato (Purcell et al., 2018) y, como hemos visto, de la anatomia de
la hojay su contenido en estomas. De igual forma, cuando las plantas de arandano
fueron sometidas a condiciones elevadas de COz, la tasa de fotosintesis neta (An),
la conductancia estomatica (gs) y la concentracion interna de CO:2 (Ci)
aumentaron en todas las plantas independientemente del sustrato, pero se
evidencio el mayor crecimiento y mayores valores de la tasa fotosintética en las
plantas cultivadas en sustrato con mayor cantidad de fibra de coco, que brindd
capacidad de retener mas agua y mayor aireacion en comparacion con otros
sustratos, lo que confirma que la composicién del sustrato es basica para modular
la respuesta a cambios ambientales dependiendo de las necesidades especificas de
cada planta (Gémez-Bellot et al., 2020) y esto tuvo una influencia directa en el

crecimiento del arandano.
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Desde la perspectiva del comportamiento hidrico, los hallazgos revelados
permiten distinguir dos fases diferenciales segln las condiciones ambientales. En
un escenario de condiciones ambientales normales, la fibra de coco, debido a su
estructura porosa, favorece un intercambio gaseoso adecuado y retiene la cantidad
de agua necesaria para sostener el metabolismo y el crecimiento de las plantas de
arandano. Sin embargo, bajo condiciones de CO: elevado, se evidencia una
pérdida parcial de la funcionalidad de la fibra de coco (Ortiz-Delvasto et al., 2025).
Estudios recientes indican que la exposicion prolongada a niveles altos de CO:
puede inducir una reduccion en la transpiracion estomatica, lo que altera la
dinamica de absorcion de agua y la capacidad de sustratos altamente porosos para
mantener un equilibrio hidrico (Kirschbaum et al., 2018). Esta disminucidon de la
transpiracion conlleva a una menor eficiencia en la absorcion de agua, afectando
negativamente el rendimiento del sustrato cuando se basa exclusivamente en fibra

de coco.

En este sentido, al evaluar la eficiencia en el uso del agua (WUE) vy la
eficiencia en el uso de nutrientes (NUE) en plantas de ardndano, se encontraron
diferencias importantes entre las plantas cultivadas en sustrato con de fibra de
coco pura y aquellas que contenian mezclas con turba o perlita. En condiciones
de CO: elevado, los sustratos que incluyeron combinaciones de fibra de coco con
turba o perlita mostraron una mayor eficacia tanto para el uso eficiente del agua
(WUE) como para el uso eficiente de nutrientes (NUE). Este hallazgo se puede
interpretar como una respuesta adaptativa de las plantas, que en presencia de altos
niveles de CO: y, por ende, de una mayor demanda de carbono para sostener el
crecimiento acelerado, se ven obligadas a optimizar el equilibrio entre la
adquisicién de agua y otros nutrientes esenciales para la sintesis de biomoléculas.
La incorporacion de turba y perlita mejora las caracteristicas fisicas del sustrato,
incrementando la capacidad de intercambio catidnico y la capilaridad, lo cual
facilita la adsorcion y disponibilidad de compuestos esenciales para el

crecimiento.

De manera complementaria, se ha evidenciado que la respuesta de las

plantas de arandano ante el incremento en la concentracion atmosférica de CO-
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estd mediada por diversos factores, donde la anatomia foliar, la densidad de
estomas y la funcionalidad del sustrato interacttan de forma simultanea. La mayor
densidad de estomas en las plantas cultivadas en sustrato fibra de coco (100%),
aunque aparentemente ventajosa, se ve contrarrestada por una reduccion en la
eficacia de la conductancia estomatica bajo ciertas condiciones, lo que limita el
potencial beneficioso del efecto de fertilizacion del CO:. En contraste, la
combinacién de fibra de coco con turba o perlita ofrece una sinergia que permite
optimizar no solo el suministro de agua y nutrientes, sino también la eficiencia en
la respuesta fotosintética, lo que se traduce en un crecimiento superior y una

mayor resiliencia frente a los cambios ambientales.

3.3 La respuesta de los metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios cada vez adquieren mayor importancia en
industrias farmacéuticas, de colorantes y la alimentaria, incrementando la
necesidad de métodos fiables y eficientes para obtener estos compuestos (Reshi
et al., 2023). En nuestro ensayo observamos una correlacion interesante entre los
resultados obtenidos en el cultivo de cannabis, tanto para la produccion de CBD
como para la produccion de biomasa (Capitulo | y capitulo I1), asi como para
arandanos (capitulo 11 y 111), especialmente en lo que respecta al crecimiento de
las plantas y la produccion de metabolitos secundarios. Ambos cultivos han
mostrado que el crecimiento vegetativo esta fuertemente influenciado por factores
ambientales y nutricionales, lo que sugiere que un manejo agronémico adecuado

puede optimizar el desarrollo de las plantas y, por ende, su rendimiento y calidad.

La correlacion positiva entre el crecimiento y la produccion de metabolitos
en ambos cultivos sugiere que un enfoque holistico que integre el manejo
agronomico con el conocimiento de la genética de las plantas puede ser clave para
maximizar el rendimiento. En el caso del cannabis, la optimizacion de las
condiciones de cultivo no solo mejora el crecimiento, sino que también puede
aumentar la concentracion de CBD, siendo las plantas cultivadas en sustrato fibra
de coco (70%) y turba (30%), y fibra de coco (60%), turba (30%) y perlita (10%),
las que presentaron los niveles altos de CBD y los mejores parametros de
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crecimiento, mientras que las plantas crecidas en sustrato compuesto por fibra de
coco (90%) con perlita (10%), mostraron la menor produccion de inflorescencias,
contenido de CBD vy desarrollo general. Estos resultados se traducen en que las
plantas cultivadas en condiciones Optimas destinaron mas recursos energéticos a
la produccién de metabolitos secundarios y produccion de biomasa. Esta respuesta
es consistente con la literatura, que indica que, en ausencia de restricciones
fisioldgicas, las plantas pueden priorizar rutas metabdlicas asociadas con
compuestos especializados. No obstante, se detecté una mayor concentracion de
CBD en plantas cultivadas en sustrato compuesto exclusivamente por fibra de
coco. Este hallazgo resulta especialmente relevante si se considera que los
cannabinoides como el CBD pueden incrementarse en respuesta a condiciones de
estrés hidrico, como lo han demostrado estudios recientes (Kostanda et al, 2022).
Es importante destacar que el estrés hidrico, inducido por las propiedades fisicas
del sustrato, puede activar mecanismos fisioldgicos que promueven la sintesis de
compuestos secundarios, como parte de una estrategia adaptativa frente a
condiciones adversas (Kleinwachter et al., 2015). De este modo, las plantas
cultivadas en fibra de coco al 100% probablemente experimentaron mayor estrés
por limitaciones en la disponibilidad de agua, lo cual derivé en un aumento en la

acumulacién de cannabinoides.

Por su parte en el ardndano, bajo condiciones ambientales controladas y
mediante el uso adecuado de fertilizantes, se pudo comprobar que los sustratos
evaluados no redujeron significativamente las concentraciones de antocianinas en
el fruto. Este hallazgo sugiere que, al menos en escenarios bien manejados, la
composicion del sustrato no tiene por qué tener un impacto directo en la sintesis
de estos metabolitos, permitiendo asi mantener su valor nutracéutico y facilitando
su aprovechamiento en sistemas de produccién intensiva. No obstante, cuando se
evalud la respuesta productiva del ardndano bajo condiciones elevadas de didxido
de carbono, se observaron diferencias notables en funcion del tipo de sustrato.
Particularmente, las plantas cultivadas en la mezcla de 90% fibra de coco y 10%
perlita registraron la mayor produccion de frutos, lo cual podria estar asociado a

una mayor disponibilidad de oxigeno en el sistema radicular, mejor retencion de
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agua o0 una optimizacién en el transporte y asimilacion de nutrientes bajo

condiciones de CO: enriquecido.
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OBSERVACIONES FINALES

En conjunto, los resultados de esta Tesis Doctoral subrayan el papel
estratégico del sustrato como modulador clave en la interaccion planta-
medioambiente, especialmente bajo escenarios de cambio climatico y atmdsferas
enriquecidas en CO.. Mas alla de su funcién como soporte fisico, el sustrato
influye directamente en procesos fisiologicos esenciales como la absorcion de
agua, el transporte de nutrientes y la acumulacion de metabolitos secundarios. Por
lo tanto, como lineas de investigacion futuras, seria relevante profundizar en el
estudio de las interacciones entre las propiedades fisico-quimicas del sustrato, la
microbiota rizosférica y la expresion de genes relacionados no solo con
acuaporinas, sino también con transportadores especificos de nutrientes (por
ejemplo, NRT, AMT, PHT, o ZIP), cuya regulacion puede estar influenciada por
la disponibilidad hidrica y la composicién del medio de cultivo.

Asimismo, se deberia prestar especial atencion al efecto del sustrato sobre
la arquitectura radicular, considerando que la porosidad, densidad aparente y
retencion de agua afectan directamente al desarrollo del sistema radicular, lo que
condiciona la eficiencia de absorcion y la exploracién del volumen de suelo.
Evaluar como estos factores interacttan bajo condiciones de estrés (hidrico, salino
0 térmico) permitiria identificar combinaciones de sustratos que optimicen la
resiliencia del cultivo. EI uso combinado de herramientas fisioldgicas,
moleculares y metabolémicas permitira disefiar estrategias de manejo mas
sostenibles y adaptadas a distintos escenarios edafoclimaticos. Ademas, transferir
estos resultados a escalas comerciales podria abrir nuevas oportunidades para el
desarrollo de protocolos personalizados de manejo del sustrato, especificos para
cada especie, variedad y condicién ambiental, incrementando asi la eficiencia y
sostenibilidad en la produccion de cultivos de alto valor como Vaccinium
corymbosum L. y Cannabis sativa L. Proporcionando asi una base solida para
comprender los mecanismos fisioldgicos y moleculares involucrados en la
respuesta de las plantas a diferentes condiciones de sustrato y ambiente, lo cual
respalda el disefio de nuevas estrategias productivas. Esta comprension no solo es
relevante desde una perspectiva académica, sino que también ofrece herramientas

aplicables en el ambito empresarial, facilitando el desarrollo de tecnologias
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agronodmicas mas eficientes, la seleccion de materiales de cultivo adaptados a
contextos especificos y la toma de decisiones basada en evidencia cientifica para
maximizar el rendimiento, la calidad y la sostenibilidad de los sistemas de
produccion.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, se han extraido

las siguientes conclusiones en relacion a los objetivos establecidos, siendo

consideradas las mas relevantes del trabajo:

La composicion del sustrato (aun en pequefias concentraciones)
condiciona sus propiedades fisico-quimicas y esto tiene gran
influencia sobre el desarrollo fisiolégico, nutricional y metabdlico
de especies de interés agrondmico y medicinal como Vaccinium

corymbosum L. y Cannabis sativa L.

La propiedad del AW (agua disponible) y espacio aéreo de los
sustratos, condicionan directamente la retencion de agua, la
aireacion radicular y la disponibilidad de nutrientes, factores que
inciden en la eficiencia fotosintética, el crecimiento vegetativo y la
produccion de metabolitos secundarios en ambos cultivos de

arandano y cafiamo.

La fibra de coco demostrd ser la composicion que mas incrementa
el espacio aéreo y la WA (agua disponible) favoreciendo un
equilibrio hidrico y nutricional adecuado para ambas especies. Sin
embargo, es un componente que requiere que se apliquen
tratamientos de acondicionamiento previos que reduzcan los niveles
de NaCl.

La nutricion mineral debe adaptarse de manera diferenciada a las
exigencias fisiologicas de cada cultivo. En el caso del ardndano, su
preferencia por fuentes amoniacales de nitrdgeno, reveld que la
composicion de sustrato (fibra de coco 70% y turba 30%) favorecio
la capacidad de intercambio catibnico e incrementando la
concentracion de cationes. Sin embargo, en cannabis la

composicion de sustrato (fibra de coco 60% con turba 30% y perlita
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10%) mejoro la retencion de humedad y facilit6 una liberacion mas
gradual de nutrientes, lo que se tradujo en una mayor eficiencia en
la absorcidn del nitrogeno durante las fases criticas del desarrollo

vegetativo y reproductivo.

El aumento de CO. atmosférico mejord significativamente el
rendimiento fisioldgico del arandano, incluyendo la eficiencia en el
uso del agua y nutrientes. Sin embargo, el sustrato jugoé un rol
determinante en la absorcion mineral, siendo mas idoneos el
sustrato (fibra de coco 70% y turba 30%) y (fibra de coco 90% y
perlita 10%) por su capacidad de mejorar la disponibilidad

nutricional.

El enriquecimiento atmosférico a 1000 ppm de CO: representa una
estrategia agrondmica eficaz para mejorar la tasa fotosintética y la
productividad del ardndano. Sin embargo, exposiciones
prolongadas deben ir acompafiadas de un suministro hidrico y
nutricional equilibrado, ya que podrian inducir mecanismos de
aclimatacion que afecten negativamente la eficiencia metabdlica y

la calidad del fruto.

El papel de las acuaporinas, fundamental en la gestion del transporte
de agua y solutos a través de membranas celulares, se destaca en los
diferentes sustratos en el cultivo del cannabis. En este sentido
PIP1.4 (acuaporina descrita para responder en estrés hidrico)
presenta mayor expresion en los sustratos con bajos valores de AW
(agua disponible), es decir en fibra de coco (70%) con perlita (30%),
fibra de coco (100%) y fibra de coco (90%) con perlita (10%). Por
otro lado, la acuaporina PIP2.3 aparece més expresada en los
sustratos fibra de coco (90%) con perlita (10%) y fibra de coco
(60%), turba (30%) y perlita (10%), proporcionando mayor aporte

de agua a las plantas, lo que coincide con mayor crecimiento, sin
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embargo, no se detectd relacion con las caracteristicas de los

sustratos.

Las condiciones del sustrato afectan significativamente la
composicion de metabolitos secundarios Unicamente en cannabis.
Se observo que las combinaciones especificas como fibra de coco
(60%), turba (30%) y con perlita (10%) y fibra de coco (100%)
favorecieron la acumulacion de CBD en cannabis, evidenciando
que las caracteristicas fisico-quimicas del sustrato de cultivo
modula rutas biosintéticas de forma especifica como son una baja
porosidad en fibra de coco (60%), turba (30%) y con perlita (10%)
y bajo AW en fibra de coco (100%).

Finalmente, ya que el cultivo sin suelo se presenta como una
alternativa tecnoldgica viable para la produccion eficiente y
sostenible de especies agricolas, la eleccion de la composicién
especifica del sustrato debe ser elegida para cada especie, ambiente

y especificaciones finales del cultivo.
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From the results obtained in this PhD thesis, the following conclusions have

been drawn in relation to the established objectives, being considered the most

relevant findings of the study:

The composition of the substrate (even at low concentrations)
determines its physico-chemical properties, which in turn exert a
significant influence on the physiological, nutritional, and
metabolic development of agronomically and medicinally
important species such as Vaccinium corymbosum L. and Cannabis

sativa L.

The properties of available water (AW) and air space in substrates
directly affect water retention, root aeration, and nutrient
availability factors that critically influence photosynthetic
efficiency, vegetative growth, and secondary metabolite production

in both blueberry and hemp crops.

Coconut fiber was shown to be the substrate component that most
effectively increases air space and available water, thereby
promoting a favourable water and nutrient balance for both species.
However, this material requires prior conditioning treatments to

reduce its NaCl content.

Mineral nutrition must be tailored to the physiological demands of
each crop. In the case of blueberry, its preference for ammonium-
based nitrogen sources revealed that the substrate composition
(coconut fiber 70% and peat 30%) favoured cation exchange
capacity and increased cation concentrations. However, in cannabis
the substrate composition (coconut fiber 60%, peat 30%, and perlite

10%) improved moisture retention and facilitated a more gradual
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VIII.

nutrient release, resulting in greater nitrogen uptake efficiency

during critical phases of vegetative and reproductive development.

Elevated atmospheric CO: significantly improved the physiological
performance of blueberry, including water and nutrient use
efficiency. However, the substrate played a decisive role in mineral
uptake, with coconut fiber (70%) and peat (30%) and coconut fiber
(90%) and perlite (10%) proving more effective in enhancing

nutrient availability.

Atmospheric enrichment to 1000 ppm CO- represents an effective
agronomic strategy for improving photosynthetic rate and
productivity in blueberry. Nonetheless, prolonged exposure must be
accompanied by balanced water and nutrient supply, as it could
induce acclimation mechanisms that negatively affect metabolic

efficiency and fruit quality.

Aquaporins, essential for regulating water and solute transport
across cell membranes, show differential expression depending on
the substrate used in cannabis cultivation. In this context, PIP1.4 (an
aquaporin responsive to water stress) was more highly expressed in
substrates with low AW values, such as coconut fiber (70%) and
perlite (30%), coconut fiber (100%), and coconut fiber (90%) and
perlite (10%). On the other hand, aquaporin PIP2.3 was more highly
expressed in coconut fiber (90%) and perlite (10%) and coconut
fiber (60%), peat (30%), and perlite (10%), enhancing water supply
to the plants, which coincided with increased growth; however, no

direct correlation with substrate characteristics was observed.

Substrate conditions significantly affected the composition of
secondary metabolites only in cannabis. Specific combinations such
as coconut fiber (60%), peat (30%) and perlite (10%) and coconut
fiber (100%) promoted CBD accumulation in cannabis, indicating
that the physico-chemical characteristics of the substrate modulate



biosynthetic pathways in a specific manner, such as low porosity in
coconut fiber (60%), peat (30%), and perlite (10%) and low AW in
coconut fiber (100%).

Finally, since soilless cultivation is presented as a viable
technological alternative for the efficient and sustainable
production of agricultural species, the specific substrate
composition must be selected according to each species,

environmental conditions, and final cultivation requirements.
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