INVESTIGACION

Metodos de biologia molecular de
aplicacion en la industria del cannabis

El tamano del mercado mundial de cannabis alcanzé un valor de aproximadamente USD
32,23 mil millones en 2023, mientras que las perspectivas para 2024-2032 rondan una tasa
de crecimiento anual compuesto del 23,50%, alcanzando un valor de USD 215,42 mil millones

para 2032 [1l.
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ntre los impulsores de dicho creci-
Emiento se encuentran: 1)

una mayor conciencia de
los beneficios terapéuticos v las
aplicaciones médicas; 2) las ten-
dencias recientes de legalizacion,
asociadas con el aumento de la
base de consumidores y la reduc-
cién del estigma'y el permiso para
su uso con fines sociales, religio-
sosy culturalesy 3) el aumento de
las actividades de investigacion y
desarrollo para superar los efectos
negativos del cannabis y la intro-
duccion de nuevas variaciones ™.

Dado el crecimiento de la investigacion en
la ciencia de la salud del cannabis, la investi-
gacion sobre microbiologia vegetal y ciencia
de los alimentos, la conexién subyacente del
microbioma y la salud de las plantas con la
calidad de las formulaciones/productos de
cannabis en toda la cadena de valor ha co-
brado impulso 2. Ademds, estudios gendmi-
cos recientes sobre Cannabis también estan
construyendo conocimiento cientifico sobre
la mejoray la produccion, abordando princi-
palmente la incertidumbre en la clasificacion
taxondmica de los dos taxones principales,
asi como el comportamiento dioico de la
especie y su impacto en el desarrollo de las
flores 3, 4].

En este marco, las pruebas basadas en
ADN, va sea a través de PCR en tiempo real,
PCR digital o secuenciacién de nueva gene-
racién (Next Generation Sequencing NGS)
han cobrado impulso en los Ultimos afios,
principalmente debido a la alta sensibilidad
y los resultados rapidos. Estas tecnologias
hacen uso de las moléculas universales de
ADN/ARN, presentes en todos los organis-
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mos vivos, para evaluar las principales fuen-
tes de contaminantes microbianos y ayudar
en la determinacion del sexo de las plantas
de Cannabis sativa, solo por mencionar algu-
nas aplicaciones.

CBD

Cannabidiol

Contaminacién microbiana

La contaminacion microbiana es una de las
principales preocupaciones de los produc-
tores de cannabis. Mientras la presencia de
patégenos humanos en las formulaciones
de cannabis supone un grave riesgo para la
seguridad de los consumidores, la infeccidn
por patdgenos vegetales puede dificultar la
produccion introduciendo importantes pér-
didas econdémicas.

Los cogollos de la inflorescencia del can-
nabis suelen estar contaminados con mohos
y micotoxinas, especialmente aflatoxinas y
ocratoxinas producidas por Aspergillus spp.
51 A pesar de que los métodos para contro-
lar las micotoxinas son en su mayoria pre-
ventivos durante la produccion, se espera
que la presencia de patogenos flngicos y
micotoxinas relacionadas aumente con la
escala de las producciones de cannabis, tan-
to en condiciones de invernadero como de
campo. Los problemas causados por mohos
especificos se amplifican en condiciones de
invernadero/cerradas, mientras que en la
produccion en campo abierto surgen pro-
blemas microbianos principalmente debido

a hongos fitopatégenos y micotoxigénicos
asociados al cambio climatico 2. Indepen-
dientemente del modo de produccion, los
contaminantes microbianos en las prepara-
ciones de cannabis pueden inducir graves
consecuencias para la salud, espe-
cialmente en personas con siste-
mas inmunolégicos deprimidos. A
modo de ejemplo, la acumulacién
de esporas de Aspergillus esporas
en los pulmones, conocidas como
aspergilosis pulmonar, represen-
taron el 43% de las infecciones
flngicas entre los consumidores
de cannabis®. El dificil diagndstico
y tratamiento de estas enfermeda-
des refuerza la necesidad de pre-
venir el establecimiento de mohos
en los sistemas de produccién de Cannabis
. Ademas, también se han registrado varios
informes de contaminacién bacteriana pa-
togena. En estos casos, £. coli y Salmonella
spp. fueron los contaminantes bacterianos
maés reportados, por lo que también vale
la pena analizar estas especies durante la
produccion y en toda la cadena de valor del
cannabis®.

Ademés de los patégenos humanos, la
mayoria de los informes sobre patégenos de
plantas que afectan la produccion también
estan asociados con patogenos fingicos de
plantas, seguidos de virus o viroides, que
pueden comprometer toda una produccion
si no se detectan y abordan rapidamente ",
Desde el punto de vista econémico, Botrytis
Cinerea y Erysiphe spp. son actualmente los
patdégenos de Cannabis méas impactantes
en todo el mundo!®. También afecta a varias
otras plantas huésped, que pueden actuar
como reservorios de inéculo, B. cinerea pro-
voca moho gris, que dafia los brotes v tallos
florales. Erysiphe spp. son patégenos obliga-
dos descritos como los agentes causantes
del oidio (PM) en varias cucurbitaceas que
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atacan hojas y yemas. Entre los patégenos
virales, informes recientes indican la apari-
cién de diferentes agentes, siendo el virus de
la clorosis de la lechuga (LCV), el virus de la
remolacha (BCTV) y el viroide latente del lU-
pulo (HLVd) como las peores amenazas para
la produccién, debido a los sintomas graves
y la facilidad de dispersion .,

En este contexto, ademas de los métodos
de enumeracion dependientes del cultivo de
referencia, se requieren métodos indepen-
dientes del cultivo, junto con mediciones
cuantitativas de las toxinas microbianasy sus
genes codificantes, para evaluar la carga mi-
crobioldgica en cada etapa de la cadena de
produccion de Cannabis, ya sea para los pa-
tégenos humanos o para las plantas. El uso
de métodos basados en PCR, como la PCR
en tiempo real y la PCR digital, puede cam-
biar las reglas del juego, ya que permite ob-
tener resultados altamente sensibles y méas
rapidos, en comparacién con los métodos
microbioldgicos cldsicos que pueden tardar
semanas en proporcionar un resultado. Aun-
que es mas costosa, la deteccién por PCR
de estos patégenos puede suponer un gran
ahorro, ya que se confia en ella para cribar
rapidamente grandes volimenes de mues-
tra. Dado que la mayoria de las muestras son
presuntamente negativas, sera necesario uti-
lizar métodos adicionales dependientes del
cultivo en un volumen de muestras mucho
menor. Ademas, la deteccion de patégenos
enddfitos como virus o viroides depende en
gran medida de métodos moleculares para
proporcionar resultados rapidos y fiables.

Ademads de la deteccion microbiana selec-
tiva de una determinada especie fingica o
bacteriana, el uso de enfoques no dirigidos,
como La secuenciacion de nueva generacion
(NGS) ha demostrado ser una herramien-
ta valiosa para la caracterizacion completa
del microbioma de las plantas de cannabis,
revelando la presencia no solo de patoge-
nos vegetales y humanos, sino también de
microbios beneficiosos como las bacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPB).
En estudios recientes, los enfoques combi-
nados de NGS dirigidos a los ITS flngicos y
a los 16S bacterianos revelaron la presencia
de varias especies bacterianas y flngicas
patdgenas o toxigénicas en las muestras de
plantas analizadas, entre ellas Acinetobacter
Baumannii, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica, Stenotro-
phomonas maltophilia, Aspergillus spp. 'y

Penicillium spp. [9, 10]. Del mismo modo, la
técnica NGS se puede utilizar para evaluar el
viroma de las plantas de cannabis, revelan-
do interacciones complejas tanto en infec-
ciones virales Unicas como mixtas Y.

Determinacion del sexo de la planta
Al igual que varias otras especies con flores,
Cannabis Sativa presenta variedades dioicos
(flores femeninas y masculinas en plantas
separadas) y monoicos (flores femeninas y
masculinas en la misma planta individual),
aunque para la mayoria de las aplicaciones
generalmente prefieren variedades dioicos.
De acuerdo con su propdsito principal, se se-
leccionan plantas femeninas o masculinas,
mientras que, para aplicaciones medicina-
les, se desean plantas femeninas, debido a
la mayor produccién de cannabinoides, para
fines de produccién y reproduccién de fibra,
las plantas masculinas son mas valiosas, de-
bido a su rapido crecimiento, mayor calidad
de fibra y capacidad para polinizar plantas
femeninasy producir flores con semillas 2.
Sin embargo, el determinar el fenotipo del
sexo es dificil en las plantas jovenes. La iden-
tificacion de las plantas macho se puede rea-
lizar a través de una inspeccion visual, una
vez que los caracteres sexuales de la planta
comienzan a ser visibles en forma de pre-
flores masculinas, lo que ocurre alrededor
de 3-4 semanas después de la germinacion.
Esta actuacién es engorrosa y laboriosa, de-
biendo contar con profesionales calificados.
Ademas, permitir que las plantas crezcan an-
tes de eliminar los machos requiere un valio-
so espacio de cultivo adicional. Para superar
estas limitaciones, la identificacion de las
plantas macho semanas antes de que el sexo
de la planta se haga visible se puede realizar
a través de métodos basados en el ADN, ge-
neralmente utilizando gPCR en tiempo real
dirigida a secuencias de ADN en los cromo-
somas X e Y de las plantas [4, 13]. Al tomar
muestras de un foliolo de cada planta unos
dias después de la germinacién, se puede lo-
grar rapidamente la determinacion del sexo
y las plantas macho se pueden rechazar con
confianza, sin arriesgar la produccién de flo-
res femeninas ricas en cannabinoides.

Observaciones finales

Los métodos de biologia molecular, como
la PCR en tiempo real, la PCR digital y la se-
cuenciacion de nueva generacién (NGS), son
herramientas de vanguardia para la industria
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del cannabis. Muy valiosos para evaluar la
salud de las plantas, garantizar la gestion de
la seguridad y el cumplimiento, ayudar en el
fitomejoramiento y optimizar la produccion,
los métodos moleculares asumiran un papel
clave al proporcionar informacién sobre la
regulacién vy la formulacién de politicas en
constante evoluciéon para los productos de
cannabis.
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