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Bacillus licheniformis inoculation and shading
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Abstract

The white yam crops make a substantial contribution to sustaining the food security of millions of people worldwide. However, obtaining
good quality planting material is a major challenge. Multiplication rates are low, with expensive seeds and prone to contamination by pests
and pathogens in traditional production systems. In addition, the intensive use of natural resources has caused impacts on biodiversity,
quality of natural resources and global warming, which forces farmers to mitigate and adapt to these conditions. In this sense, the present
study evaluated the response of apical cuttings of white yam to different levels of shading (0 %, 65 % and 80 %) and to the inoculation of
the rhizobacterium Bacillus licheniformis-DSC1 at doses of 2 and 6 mL. A randomized complete block design with factorial arrangement
and three replications was used to set up the experiment. The results demonstrated the capacity of the rhizobacterium B. licheniformis-DSC1
to increase the survival of the cuttings by 42 % with respect to the non-inoculated cuttings. It was also shown that the combined use of 65
% shade and a dose of 2 mL of rhizobacteria increased the percentage of tuberization of the cuttings by 33.33 %. The use of cuttings and
microbial inoculants for seed tubers is a promising and sustainable strategy to be implemented on a large scale.
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Resumen

El cultivo de fiame espino contribuye de forma sustancial al sostenimiento de la seguridad alimentaria de millones de personas en el mundo.
Sin embargo, obtener material de siembra de buena calidad es un gran desafio. Las tasas de multiplicacion son bajas, con semillas costosas
y propensas a contaminarse con plagas y patdogenos en los sistemas tradicionales de produccion. Adicionalmente, el uso intensivo de los
recursos naturales ha ocasionado impactos sobre la biodiversidad, calidad de los recursos naturales y el calentamiento global, lo cual obliga
a los agricultores a mitigar y adaptarse a estas condiciones. En este sentido, en el presente estudio se evalud la respuesta de esquejes apicales
de flame espino a diferentes niveles de sombreamiento (0 %, 65 % y 80 %) y a la inoculacién de la rizobacteria Bacillus licheniformis-
DSC1 en dosis de 2 y 6 mL. Para el montaje del experimento se utilizo undisefio de bloques completos al azar con arreglo factorial y tres
repeticiones. Los resultados demostraron la capacidad de la rizobacteria B. licheniformis-DSC1 para incrementar la sobrevivencia de los
esquejes en un 42 % respecto a los esquejes no inoculados, asimismo, se evidencio que el uso combinado de sombra al 65 % y una dosis de
2 mL de rizobacteria incremento el porcentaje de tuberizacion de los esquejes en un 33.33 %. El uso de esquejes e inoculantes microbianos
para la obtencion de tubérculos semilla constituye una estrategia prometedora y sostenible para implementarse a gran escala.
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Introduccion

El tubérculo de fame (Dioscorea sp.) constituye
un componente vital del sector agricola en las zonas
tropicales y subtropicales en el mundo. De las 600 especies
de flame cultivadas, la especie Dioscorea rotundata
(lame espino) es la de mayor importancia en términos
de superficie cultivada, volumen y valor de produccion
(Asfaw et al., 2021). Sin embargo, este sistema de cultivo
enfrenta grandes limitaciones agronémicas, que reducen
significativamente su eficiencia econémica. Lo anterior se
puede atribuir a varios factores como falta del material de
siembra de calidad, adaptabilidad a condiciones de estrés y
susceptibilidad de los genotipos, a plagas y enfermedades
(Okongor ef al., 2021).

Los tubérculos de flame tienen dos tipos de uso:
consumo directo y material de plantacion; considerandose
como principal método de propagacion vegetativa
tubérculos enteros o porciones (Brice et al., 2019). Sin
embargo, con este método, los tubérculos se multiplican
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Respuesta del fiame espino (Dioscorea rotundata Poir:) a la inoculacion de Bacillus licheniformis y sombreamiento

lentamente con una relacion de multiplicacion de 1:3 en un
periodo de 8 a 9 meses después de plantados. Esta situacion
fomenta la competencia en el mercado entre tubérculos
comestibles y de semilla en los sistemas tradicionales de
produccion, en donde, el 25 y 50 % de la cosecha de fiame
se convierte nuevamente en semilla (Dibi et al., 2016).
El material de plantaciéon no solo es escaso, también es
costoso y puede representar hasta el 30 % del costo total
de produccion (Martinez-Reina et al., 2021). Todas estas
circunstancias crean una situacién de oferta de semilla
insuficiente, de buena calidad genética y sanitaria, lo que
limita la expansion del cultivo de fiame y la necesidad de
buscar métodos de propagacion alternativos que aporten a
abastecer la demanda de material de plantacion.

Los esquejes apicales de fiame para obtencion de
semilla son una alternativa prometedora y garantiza la
disponibilidad de material de plantacion durante todo el afio
(Claudius-Cole et al., 2020). Esta técnica ha sido probada
con cierto éxito en D. alata y D. rotundata con registros
de supervivencia del 30 al 40 % y tasa de multiplicacion
para esquejes de 20 cm de largo con 1-3 nudos de 1:30 con
respecto a la tasa de multiplicacion del sistema tradicional
3:1(Ageleetal., 2010). Esta tasa de multiplicacion del iame
mediante esquejes ha sido aumentada a 1:300 empleando
técnicas modernas en las que combinan produccion de
plantulas mediante sistema de biorreactor de inmersion
temporal y sistemas aeroponicos (Balogun et al., 2014;
Maroya et al., 2014). A partir de esquejes se obtiene una
produccién promedio por planta de 0.5 a 2 mini tubérculos
de respectivamente (Wickham, 2019).

Sin embargo, la tasa de
enraizamiento y la produccion de mini tubérculos siguen
siendo generalmente bajos e inestables para fiame espino, la
especie con mayor demanda en el mundo. Por lo siguiente,
una alternativa técnicamente viable para resolver estos
problemas es el uso de inoculantes a base de rizobacterias;
estos microorganismos tienen la capacidad de colonizar
los sistemas radiculares, producir fitohormonas vegetales,
solubilizar fosfatos inorgéanicos, fijar nitrogeno atmosférico,
producir metabolitos secundarios e inducir tolerancia frente
a condiciones de estrés bidtico y abidtico (Chauhan et al.,
2021). La inoculacion de rizobacterias nativas en plantas
in vitro ha mostrado efectos positivos en el crecimiento
(Sanchez-Lopez 'y Pérez-Pazos, 2018), asimismo,
bajo condiciones de campo y semillas provenientes de
segmentos de tubérculo, las rizobacterias lograron estimular
la produccion de tubérculos tipo exportacion, generando
beneficios econdmicos y ambientales (Sanchez et al., 2018;
Sanchez et al., 2021). Por lo tanto, nuestra hipdtesis sugiere
que la inoculacion de rizobacterias efectuard una respuesta
favorable en los esquejes apicales de fiame.

supervivencia, el

En la region Caribe de Colombia, la produccion de
flame espino se desarrolla en zonas de alta y baja montaiia,

| B

principalmente en los departamentos de Bolivar, Cordoba
y Sucre. El esquema de produccion de material de siembra
se desarrolla de forma intensiva, con practicas agricolas
como la quema que conducen a la degradacion de los
suelos, erosion edafica y remocion de material vegetal
que han desmejorado las condiciones del suelo y por ende
contribuido a la insostenibilidad ambiental y disminucion
de la biodiversidad en el ecosistema (Tamara et al., 2021).
Por tanto, la inclusion de practicas sustentables dentro
del paquete agronémico del cultivo, como lo es, el uso de
rizobacterias, representa una contribucion al desarrollo
sostenible del cultivo y la region (Escobar-Mamani et al.,
2020). Por lo cual, la produccion de fiame debera realizarse
bajo un enfoque transdisciplinario en el cual, se incluya
aspectos socioculturales y ambientales que permitan
comprender el impacto del uso de inoculantes en la mejora
de las condiciones productivas de los agroecosistemas de
flame en las zonas de alta y baja montafia (Haller y Branca,
2020).

El flame es una planta originaria de zonas boscosas,
en donde la regulacion de la intensidad luminica contribuye
a regular de manera eficiente los procesos de llenado de
tubérculo y crecimiento de las plantas (Sugihara et al.,
2020), por tanto, se deben emplear niveles adecuados de
sombra que permitan optimizar la tuberizacion durante los
procesos de multiplicacion. En este sentido, en este estudio
se evalud la respuesta del fiame espino a la inoculacion de
la rizobacteria Bacillus licheniformis-DSC1 bajo diferentes
niveles de sombreamiento y dosis de indculo, con el fin de
mejorar la sobrevivencia, crecimiento y tuberizacion de
esquejes apicales.

Materiales y métodos
Sitio de estudio

El estudio se realizd bajo condiciones de casa de
malla en el Centro de Investigacion Turipana (C.I.) de la
Corporacién Colombiana de investigacion Agropecuaria-
AGROSAVIA, ubicado en el km 13 en el municipio de
Cereté (Cordoba, Colombia) a una altitud de 13 metros
sobre el nivel del mar. Las coordenadas geograficas son
8°50°79” N y 75°47°58” W. La zona de estudio presenta
caracteristicas agroecoldgicas acordes a un bosque seco
tropical (Bs-T), con una temperatura media anual de 27.4
°C, humedad relativa del 84 %, precipitacion media anual
de 1346.1 mm y brillo solar anual de 2108.2 horas (Palencia
et al., 2000).

Material vegetal

El material vegetal utilizado en este estudio fue la
accesion 0307-49SB de la especie D. rotundata del banco
de germoplasma de flame de AGROSAVIA, las cuales
fueron propagadas mediante el protocolo (codigo: GA-O-
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13) y aclimatadas en casa de malla para la obtencion de
plantas madres (Figura 1a).A partir en la sexta semana de
crecimiento se obtuvieron esquejes apicales con 2 a 3 nudos
y una longitud de 7 a 10 cm de largo, los cuales fueron
despojados de sus hojas para reducir la transpiracion y una
de sus hojas de la parte superior se dejo en su lugar para
permitir la respiracion, asi como la actividad fotosintética
(Figura 1b). Seguidamente, fueron sembrados en bandejas
plasticas, las cuales, contenian 85 % de aluvion, 10 % de

arena 'y 5 % de materia organica (Figura 1c). Este sustrato
presentd las siguientes caracteristicas fisico-quimicas:
textura arenosa franco, pH 6.61, conductividad eléctrica
0.22 dS m™!, capacidad de intercambio catiénico 6.48 cmol
(+) k!, materia organica 0.49 g 100 g'!, fésforo disponible
4.05 mg kg, potasio <0.09 cmol (+) kg'. El sustrato para
la siembra de los esquejes fue desinfectado con el producto
West Terrasafe® (5.0 mL L),

171213 14
1 plindustriaipapelc

Figura 1. a. Aclimatacién de plantas madre de fiame espino. b. Esquejes apicales de fiame espino. c.
Siembra de esquejes apicales en bandejas plasticas. Fuente: elaboracion propia.

Inoculante microbiano

La rizobacteria empleada en este estudio B.
licheniformis-DSCI1 es nativa de la rizosfera de los cultivos
de fiame en la region Caribe de Colombia y fue seleccionada
de las colecciones del banco de trabajo del Laboratorio de
Microbiologia Agricola del C.I Turipana-AGROSAVIA,
dada su alta capacidad para estimular el crecimiento de
plantas in vitro de fame y producir fitohormonas bajo
condiciones de laboratorio en los ensayos realizados por
Sanchez-Lopez y Pérez-Pazos (2018). El inoculante de
esta rizobacteria fue producido durante 15 horas en un
agitador orbital (Labnet Orbit™ 1900, USA) a 150 rpm,
a partir de cultivos puros y en caldos liquidos con fuentes
agroindustriales optimizadas para su multiplicacion (Luna-
Castellanos y Sanchez-Lopez, 2022). Siendo aplicado
este inoculante a las plantas con una poblacioén bacteriana
correspondiente a 10® UFC mL".

Establecimiento y manejo del experimento

En este estudio se evaluo el efecto de los factores:
niveles de sombreamiento (0 %, 65 % y 80 %) y dosis de
inoculacion (2 y 6 mL). La combinacion de los factores fue
dispuesta en un disefio de bloques completos al azar con
arreglo factorial, con nueve tratamientos y tres repeticiones
cadauno. Cada tratamiento fue evaluado sobre una poblacion
de 24 esquejes apicales dispuestos en una bandeja plastica.
Los tratamientos evaluados se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Descripcion de tratamientos.

Tratamientos

T1: Sin inoculaciéon y 0 % de sombra

T2: Sin inoculacién y 65 % de sombra

T3: Sin inoculacion y 80 % de sombra

T4: 2 mL de B. licheniformis-DSC1 y 0 % de sombra
T5: 2 mL de B. licheniformis-DSC1 y 65 % de sombra
T6: 2 mL de B. licheniformis-DSC1 y 80 % de sombra
T7: 6 mL de B. licheniformis-DSC1 y 0 % de sombra
T8: 6 mL de B. licheniformis-DSC1 y 65 % de sombra
T9: 6 mL de B. licheniformis-DSC1 y 80 % de sombra

Fuente: elaboracion propia.

El factor sombra fue empleado como una estrategia
para facilitar la aclimatacion de los esquejes de fhame.
Durante el periodo experimental se utilizo polisombra al 65
%, con la cual se registr6 una radiacion de 1100 umol ms-
!, temperatura media de 29 °C y humedad relativa del 77
%. Ademas, con polisombra al 80 %, la temperatura media
fue de 30.06 °C, humedad relativa promedio del 80.66 %
y radiacion de 790 umol ms™. Sin el uso de polisombra
(0 %), la entrada de luz registrada fue de 1660 umol m/s,
temperatura media de 31.46 °C y humedad relativa del
78.66 %. Laradiacion (Photosynthetically Active Radiation,
siglas en inglés-PAR) fue determinada con un Ceptometro
AccuPAR LP-80% (Decagon Devices Inc., Pullman, WA,
USA).

La inoculacién microbiana de los esquejes
apicales se realizé dos dias después de la siembra (DDS)
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y transcurridos 45, 95 y 130 DDS, el inoculante fue
dispuesto con una jeringa en las dosis indicadas al pie de
cada planta. La fertilizacion quimica se realiz6 de forma
conjunta con estas tres ultimas aplicaciones del in6culo
bacteriano. Se empled el fertilizante comercial Triple 15%
en dosis total de 10 g planta™ y su aplicacion se realizé de
forma fraccionada: 20 % en la primera aplicacion, 30 %
en la segunda dosificacion y el 50 % restante en la ultima
aplicacion. La dosis del fertilizante fue calculada segun los
requerimientos del cultivo y andlisis de las propiedades
quimicas del sustrato. Los esquejes fueron regados de forma
manual con una frecuencia diaria. El manejo agronémico de
los esquejes consistio en el control manual de malezas y
monitoreo de insectos. Se realizaron aplicaciones de forma
preventiva de los fungicidas Azoxistrobina+Difeconazole
(2.0 mL L), Mancozeb+Oxicloruro de cobre (2.0 g L)
y Metalaxil-M+Mancozeb (2.0 g L") con una frecuencia
quincenal. Cada molécula fungica fue aplicada de forma
independiente.

Recopilacion de datos

Las mediciones se realizaron a partir del dia 20
después de la siembra de los esquejes. En cada unidad
experimental se registré la sobrevivencia de los esquejes.
A partir de los 90 a los 210 DDS, se realizaron muestreos
destructivos con una frecuencia mensual. En cada fecha
de muestreo (90, 120, 150, 180 y 210 DDS) fueron
seleccionadas al azar tres plantas/tratamiento, se registrd
peso fresco de la parte aérea, radicular y nimero de mini
tubérculos planta’'. El peso seco de los 6rganos vegetativos
se obtuvo después de 48 horas de secado en estufa
(Memmert, UN30, Alemania) a temperatura de 70 °C + 2
°C. Los datos de peso fueron obtenidos con una balanza
(OHAUS CORPORATION, V11P6, USA). Con base en
los datos de peso fresco y seco, se calcularon los siguientes
indices fisiologicos:

Materia seca (MS%): se determind con base en
el peso fresco y seco de la planta (Valerga et al., 2019),
utilizando la férmula de la ecuacion 1:

MS% =§—§E* 100 )

Donde: PFP: peso fresco de la planta; PSP: peso
seco de la planta.

Contenido relativo de agua (CRA%): se calculd
mediante la ecuacion 2 propuesta por Gil et al. (2014).

PF—PS

CRA% = 77 *100 )

Donde: PF: peso fresco de la planta, PS: peso seco
total de la planta.

M4

Tasa de crecimiento absoluta (TAC): Ia
determinacion se realizé con base en la ecuacion 3 (Aguilar-
Carpio et al., 2018).

_ (wW2-wl1)
TAC=""5=m) 3)

Donde: W2 (peso seco final) y W1(peso seco inicial):
peso seco de la planta, t2 (tiempo final) -t1 (tiempo inicial):
dias transcurridos entre muestreos sucesivos; sus unidades
corresponden a g dia’l.

Tasa de crecimiento relativo (TCR): indica la
ganancia en biomasa con respecto al tiempo (Aguilar-
Carpio et al., 2018). Se estimd con la ecuacion 4:

TRC = Law2 — 4V — 1 @

Dénde: Ln W2 y Ln WI1: logaritmo natural de
la cantidad de biomasa seca final e inicial, de la planta
completa u otros o6rganos individuales en un intervalo de
tiempo. t2 y tl: momento final e inicial de tal periodo;

siendo sus unidades gg'-d.

Proporcion de tallo (PDT): es la relacion de
biomasa seca de tallo con respecto a la biomasa total seca de
la planta (Di Benedetto y Tognetti, 2016). Se estimo a partir
de la ecuacion 5 y se expresa en g (tallo) planta'.

_ biomasa seca del tallo
PpT = biomasa total seca de la planta (5)

indice de cosecha (IC): indica la cantidad de
materia seca acumulada en el 6rgano de interés agrondémico,
en relacion con la biomasa total de la planta (Escalante
y Kohashi, 1992). Se empledé la ecuaciébn 6 para su
determinacion:

PSM
16="psp ©

Doénde: PSMT: peso seco del mini tubérculo, PSP:
peso seco total de la planta.

indice de area foliar (IAF): se evalu6 con una
frecuencia mensual desde los 90 hasta los 180 DDS,
utilizando un Ceptéometro AccuPAR LP-80® (Decagon
Devices Inc., Pullman, WA, USA).

Pigmentos fotosintéticos: la determinacién se
realizé desde los 90 a los 210 DDS con una frecuencia
mensual, utilizando el método de DMSO (Dymethyl-
sulfoxide) (Barnes et al., 1992). En cada fecha de muestreo
(90, 120, 150, 180 y 210 DDS) se extrajeron discos de
hojas de 0.5-0.8 cm de didametro en cada tratamiento, los
cuales fueron depositados en tubos eppendorf de 1 mL y
almacenados en neveras de icopor para su refrigeracion y

Revista de Investigaciones Altoandinas — Journal of High Andean Research 24(2), 111-121, abril-junio 2022



Luna Castellanos, y Sanchez Lopez

transporte al Laboratorio de Microbiologia Agricola del
C.I. Turipana-AGROSAVIA. En el laboratorio, los discos
de hojas fueron colocados en tubos de ensayo con 1 mL del
reactivo DMSO, posteriormente fueron colocados durante
2 horas en una estufa (Memmert, UN30, Alemania) a 80
°C. Transcurrido este tiempo, se descarto el disco de hoja
y el liquido resultante se agregod en la cubeta de medio del
espectrofotdmetro. Posteriormente, se midid la absorbancia
a 665, 649 y 480 nm en un espectrofotometro (Genesys™
10S UV-Vis, Thermo Scientific®, USA), empleando como
blanco el DMSO. La concentracion de clorofilas (siglas en
inglés Chl: chlorophyll) se calculé mediante las ecuaciones
7,8y9:

Chla (£4-) = 12.4TA665 — 3.624649  (7)

Chla (44) = 25.064649 — 6.504665  (8)

Cr + c(carotenoides) (-2 ) = 10004480 — 1.29Chla — 53.78Chiab220 (9)

Doénde: x + ¢ = xantofilas + carotenos.

Porcentaje de tuberizacion: se estimd a partir
del conteo del nimero de plantas con presencia de mini
tubérculos formados al momento de la cosecha.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados en el software
SAS Enterprises (Cary, NC, USA). Inicialmente, fueron
comprobados los supuestos del modelo, seguidamente
se realizd analisis de varianza y pruebas de comparacion
de medias de Tukey (P<0.05) para detectar efectos
significativos entre tratamientos. Ademas, se graficaron
las dindmicas de las medias de las variables evaluadas y se
ajustaron por medio de un analisis de regresion para obtener
los modelos de mejor ajuste estadistico. Las graficas fueron
realizadas en el programa Microsoft Excel®.
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Resultados
Sobrevivencia de esquejes

Los esquejes inoculados con B. licheniformis-DSC1
y sombra del 65 y 80 % presentaron tasas de sobrevivencia
mayores al 70 % (Figura 2). La tasa de sobrevivencia mas
alta con relacion a la sombra fue obtenida con 65 % (Figura
2). Respecto a la dosis, el mayor porcentaje de supervivencia
(98 %) se present6 con 2 mL (Figura 2).

120
X 100

S~

= 80

Q 60

S 40

=20

2 0

é TI T2 T3 T4 TS5 T6 T7 T8 T9

Tratamientos

Figura 2. Sobrevivencia de esquejes apicales de name
espino. Fuente: elaboracion propia.

Efecto de B. licheniformis-DSCI sobre indices de
crecimiento y pigmentos fotosintéticos

La acumulaciéon de materia seca (MS %) fue
mayor con 65 % de sombra (Figura 3a). La MS no mostro6
variaciones significativas entre plantas inoculadas o sin
inocular (P>0.05), es decir, que el factor dosis no ejercio
efecto en este parametro. Las plantas presentaron mayor
acumulacion de MS a los 90 DDS con disminucion
progresiva hasta 180 DDS (Figura 3a). En relacién con el
contenido relativo de agua (Figura 3b), el factor sombra
no ejercié efecto significativo (P>0.05). La respuesta fue
significativa (P<0.05) con el uso de las dosis de inoculo,
aunque entre estas no se hallaron diferencias estadisticas
(P>0.05).

R*=0.9966 —=.Polinémica (DSC1 -2 mL)
60 R*=0.9668 «---- Polinomica (DSC1 - 6 mL )
55 R2 =0.9895 —Polinémica (Sin inoc - 0 mL)

90 120 150 180 210
DDS

Figura 3. Respuesta de esquejes de fiame a la sombra e inoculacion de B. licheniformis-DSCI1. a.
Comportamiento de la acumulacién de Materia Seca (MS %). b. Contenido relativo de agua (CRA) en
plantas inoculadas con la rizobacteria DSC1. Fuente: elaboracion propia.
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En cuanto a la tasa absoluta de crecimiento (TAC) y
relativa (TCR) presentaron un incremento significativo del
13.8 % con sombra del 65 y 80 % en comparacion con las
plantas expuestas a la radiacion (Figura 4a y 4b). Ademas,
las plantas inoculadas mostraron mayor ganancia de gramos
por dia (entre 3 y 5 %), con respecto a las no inoculados. La
dosis 6 mL tuvo mayor efecto sobre la TAC al combinarse
con 80 % de sombra (Figura 4a). Con ambas dosis de

C. 100
0.90
0.80
__ 070
= 060
1
2 030
E 0.20
0.10
0.00
90 120 150 180 210
DDS

~4-DSC1-2mL -0% -@-DSC1-2mL -65%

-4-DSC1-2mL - 80% ~#-DSC1-6mL - 0%

#-DSC1-6mL -65%  ~® DSC1-6mL - 80%

+--Sin inoc - 0 mL - 0% —e—Sin inoc - 0 mL - 65%

~=—Sin inoc - 0 mL - 80%

Proporcion del tallo (g m?)

inoculante se increment? significativamente la TCR (Figura
4b). Ademas, la proporcion de tallo (PDT) solo fue afectada
por la sombra (Figura 4c), sin embargo, no se presentaron
diferencias estadisticas significativas entre esquejes con
y sin in6culo para este indice. La correlacion (Figura 4d)
entre proporcion del tallo e indice de cosecha muestra
una relacion negativa, por tanto, PDT podria ser un factor
determinante en el rendimiento de mini tubérculos.
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Figura 4. Efecto de niveles de sombreamiento e indculo sobre tasas de crecimiento de plantas de fame. a.
Tasa absoluta de crecimiento (TAC). b. Tasa relativa de crecimiento (TRC). ¢. Proporcion de tallo (PDT).
d. Correlacion entre proporcion de tallo (PDT) e indice de cosecha (IC). Fuente: elaboracion propia.

Los indices de crecimiento MS, CRA, TAC, TCR y
PDT evaluados bajo los factores sombra y dosis de in6culo
se ajustaron con mayores coeficientes de determinacion a
un modelo polindomico de tercer grado (tipo sigmoide). Este
tipo de modelo de crecimiento en plantas permite determinar
la asintota superior donde se maximiza la respuesta del
vegetal ante la interaccion genotipo por ambiente, ademas
indica el punto de inflexion, en donde la aceleracion del
proceso de crecimiento cambia de signo, pasando de una
velocidad creciente a una decreciente.

En cuanto al indice de area foliar (IAF) de D.
rotundata accesion 0307-49SB, los resultados demostraron
que este parametro, no estuvo influenciado por el nivel de
radiacion permeado por la sombra o la inoculacion (P>0.05).
No obstante, a los 210 DDS las plantas bajo sombra al 65

M

% tuvieron mayor valor de IAF (5.58 £2.17) que las plantas
con 80 % de sombra (4.79+2.17), aunque entre estos valores
no se registraron diferencias estadisticas significativas.

Los niveles de sombreamiento (65 y 80 %)
ejercieron efecto significativo (P<0.05) sobre la produccion
de pigmentos fotosintéticos (Figura 5a, 5b y 5c¢). La
inoculacion de B. licheniformis-DSCI1 en dosis de 2 y 6
mL indujo una mayor produccion de Chla y carotenoides
(Figura 5a y 5c). Por su parte, la acumulaciéon de Chlb
(Figura 5b) no fue influenciada por la presencia de sombra
o in6culo (P>0.05). La maxima acumulacion de pigmentos
fotosintéticos se alcanzo a los 180 DDS con dosis de 6 mL'y
65 % de sombra para Chla y carotenoides (Figura 5a y 5c¢).
La maxima acumulacién de Chlb fue obtenida con 6 mL de
B. licheniformis-DSC1 y 65 % de sombra (Figura 5b).
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Figura 5. Efecto de la sombra e inoculacion en la
produccién de pigmentos fotosintéticos en plantas de flame
espino. a. Producciéon de Clorofila a (Chla). b. Produccion
de Clorofila B (Chlb) ¢. Produccién de carotenoides. Fuente:
elaboracion propia.

Efecto de sombra e inoculacion sobre la tuberizacion

La produccion de semilla de flame a partir de
esquejes apicales estuvo influenciada significativamente
por la combinacion de sombra y dosis de inoculo. En
general, las plantas bajo sombra al 65 % expresaron un IC
de 0.236+0.02, duplicando en IC a las plantas bajo sombra
al 80 % (0.132+0.015) y 0 % (0.095+0.017) (Figura 6a). La
mayor produccion de mini tubérculos representados en IC
fue obtenida a los 210 DDS con sombra del 65 % (Figura 6a),
entre dosis de indculo no se hallaron diferencias destacables
(Figura 6b), por lo tanto, la inoculacion de las plantas con
una dosis de 2 mL permite obtener un buen porcentaje de
tuberizacion y optimizar la produccién del indculo.

Los esquejes presentaron raices adventicias y
desarrollaron raices tuberosas. El porcentaje de tuberizacion
se present6 en un rango entre el 20 al 100 %. La aplicacion
de sombra e indculo duplico el porcentaje de tuberizacion
con respecto a los esquejes no inoculados o sin sombra.

Figura 6. Crecimiento radicular y tuberizacion de
esquejes de fiame espino. a. Indice de cosecha del cultivo
(IC). b. Porcentaje de tuberizacion. DDS: 210. Los valores
con letras diferencias indican diferencias estadisticas
significativas al nivel de (P<0.05), por el procedimiento de
comparacion multiple de Tukey. Las barras indican media
mas el error estindar individual para cada tratamiento.
Fuente: elaboracion propia.
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Discusion

A partir de los hallazgos encontrados en este
estudio se logré evidenciar que la producciéon de semillas
a partir de esquejes apicales constituye una estrategia
viable de multiplicacion para fiame espino. La inoculacion
de B. licheniformis-DSC1 y uso de sombra mejoro la
sobrevivencia e indujo un mayor porcentaje de tuberizacion.

El efecto positivo de los niveles de sombreamiento
(65y 80 %) sobre el crecimiento, se encuentra estrechamente
relacionado con el origen genético y domesticacion del
flame espino, el cual es un hibrido homoploide procedente
de la especie de sabana D. abyssinica y la especie forestal
D. praehensilis (Sugihara et al., 2020) y su distribucion
ocurrio en el ecotono de bosque/sabana adaptdndose a
diferentes regimenes luminicos (Scarcelli et al., 2019). De
acuerdo con Onwueme y Johnston (2000), la aplicacion de
sombra sobre el cultivo de fiame genera incrementos del
area foliar y cambios en el grosor de la epidermis de las
hojas. El cambio en el tamafio de las hojas podria deberse
a medidas compensativas como respuesta a la presencia
de sombra; lo cual genera variaciones en el contenido
de pigmentos fotosintéticos ¢ incrementa la clorofila en
plantas bajo sombrio, lo cual pude ser consistente con los
resultados de Johnston y Onwueme (1998) en diferentes
raices y tubérculos, incluidos el fiame, donde se observo
un incremento significativo de pigmentos fotosintéticos
en plantas bajo sombra en comparacion con plantas no
sombreadas. Este incremento de clorofila podria considerarse
una importante adaptacion a las condiciones de sombra,
relacionada con la capacidad de la planta para aprovechar
limitadas cantidades de luz incidente. En este estudio, la
maxima acumulacion de pigmentos fotosintéticos ocurri6 a
los 180 DDS y su posterior descenso puede considerarse
un signo de precocidad en los esquejes plantados. Las
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plantas de fiame con baja precocidad muestran retraso en
la senescencia de las hojas, causado por estrés abidtico,
el sostenimiento de hojas verdes reduce la elongacion
y turgencia de las hojas, retardando la translocacion de
carbohidratos a la raiz (Rolando et al., 2015), al presentarse
amarillamiento de las hojas se incrementa la acumulacion
de carbohidratos en la raiz, lo que es consistente con la
reduccion de los pigmentos fotosintéticos a los 210 DDS
y el incremento del indice de cosecha (IC) en el mismo
periodo de tiempo.

En investigaciones de Primananda (2020), resalta
el efecto beneficioso del uso de niveles regulados de
intensidad luminica (50-60 %) para optimizar la produccion
del cultivo, mejorar el comportamiento fisiologico de la
planta y la estructura morfoldgica y anatémica de las hojas.
El fiame es una planta que requiere intensidad luminica
moderada para reducir la alta fotorrespiracion; producto
de su metabolismo como planta C3 que incrementa su
adaptacion a condiciones ambientales estresantes (Cornet et
al., 2007). Bajo estas condiciones de sombra las plantas de
name desarrollan hojas mas grandes para mejorar la captura
de luz, estas variaciones también son visibles en el aumento
de la longitud del tallo e incremento de la proporcion de
tallo (PDT), aunque el crecimiento radicular no responde
directamente a la luz, las plantas con cambios morfoldgicos
en el tallo y mayor PDT tienden a desarrollar raices menos
gruesas para mitigar la perdida de nutrientes por demanda
de traspiracion y conductancia estomatica (Poorter et al.,
2019). El aumento de la PDT puede incrementar el nivel
de auxinas y acido giberélico, retrasando la tuberizacion e
induciendo el crecimiento vegetativo (Mariana y Hamdani,
2016), consistente con la relacion negativa hallada entre el
PDT y el IC en este estudio. Los resultados indican que el
PDT disminuye a los 210 DDS y es menor en las plantas
inoculadas con 2 y 6 mL de B. licheniformis-DSCI, con 0
y 65 % de sombra. La relacion negativa entre el PDT y el
indice de cosecha del fiame se ha documentado previamente
en otras raices y tubérculos. Investigaciones realizadas por
Ramirez ef al. (2017) determinaron la correlacion negativa
entre el area foliar y el almacenamiento de materia seca
en tubérculos de camote, la cual se considera un aspecto
positivo en el cultivo de tubérculos con fines productivos. La
tuberizacion precoz se asocia con la translocacion temprana
de carbohidratos a la raiz, por lo que se evita la perdida de
carbohidratos para mantenimiento durante la respiracion en
las hojas (De Souza et al., 2017).

Al parecer, la intensidad luminica y las hormonas
vegetales constituyen un factor determinante en los
procesos de multiplicaciéon de mini tubérculos a partir de
esquejes. Al respecto, Agele ef al. (2010), determinaron que
la aplicacion de 4cido indolbutirico (IBA) al 1 % en esquejes
del genotipo TDr 93-49 mejoré en 70 % el enraizamiento y
en un 37.62 % la tuberizacion. En este sentido, Oyetunji
y Afolayan (2014), encontraron que la utilizacion de casa

s

de malla para aclimatacion de esquejes ayuda a mejorar la
sobrevivencia, contenido de clorofila y agua y el peso de los
mini tubérculos.

Eluso de rizobacterias en procesos de multiplicacion
de fiame a partir de esquejes, hasta la fecha, ha sido limitado
dado el escaso desarrollo de investigaciones en cultivos
de subsistencia como el fiame, por lo tanto, los resultados
obtenidos en este estudio constituyen un primer reporte
y permiten conocer los efectos de la inoculacion en la
fisiologia de la planta. En todos los parametros medidos
se observo que la inoculacion con B. licheniformis-DSCI,
mejoraba la respuesta de los esquejes. Informes previos
indican que inocular con cepas endofitas de Bacillus acelera
la formacion de tubérculos de papa en condiciones in vitro
y ex vitro (Nookaraju ef al., 2011). Los taxones bacterianos
del cual hace parte el género Bacillus promueven la
tuberizacion a través de la liberacion de nutrientes del suelo,
la produccion de fitohormonas y la induccion de cambios en
la fotosintesis (Guo ef al., 2020).

El mecanismo de accion de B. licheniformis sobre la
induccion de la tuberizacion podria deberse a la segregacion
de la enzima ACC desaminasa (l-aminociclopropano-1-
carboxilico) y la utilizacion de ACC como fuente unica de
nitrogeno mitigando el efecto adverso del etileno sobre la
reduccion de la longitud radicular y posterior diferenciacion
(Chookietwattana y Maneewan, 2012). El género Bacillus
también puede secretar especies reactivas de oxigeno
(ROS) que regulan la biosintesis de acido giberélico
promoviendo la tuberizacion en condiciones in vitro (Kim
et al., 2007). Reportes previos indican que los indculos
de B. licheniformis, pueden perdurar de cuatro a cinco
semanas en el suelo después de un tratamiento Unico y el
microorganismo puede ser detectable a los 50 dias después
de la inoculacién, promoviendo de manera sinérgica el
crecimiento vegetal (Lim et al., 2011), como se observo en
los tratamientos inoculados en este estudio.

Los resultados de esta investigacion sugieren que
la perspectiva futura en los esquemas de multiplicacion
en flame espino debera incluir la utilizacion de esquejes
apicales mantenidos bajo niveles regulados de sombra
¢ inoculantes a base de B. licheniformis-DSC1, como
estrategia para facilitar la disponibilidad del material
vegetal en las diferentes épocas del afio a los agricultores
y por ende ayudar a mejorar la eficiencia economica del
cultivo de fiame en la region Caribe de Colombia.

Conclusiones

La inoculacién de esquejes apicales de fiame espino
con B. licheniformis-DSC1 bajo condiciones de casa de
malla, increment6 en un 42 % la tasa de supervivencia y
el contenido de agua en la planta. Asimismo, las plantas
inoculadas bajo sombrio registraron mayores tasas de
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tuberizacion en comparacion con plantas no inoculados.
La utilizacion de esquejes apicales e inoculantes
microbianos a base de B. licheniformis-DSC1 constituyen
una estrategia exitosa para mejorar la disponibilidad de
material de siembra. Adicionalmente, esta estrategia de
multiplicacion contribuird a obtener un mayor numero de
semillas y a mejorar la calidad en cada ciclo productivo,
por ende, ayudara a mejorar los niveles de calidad de vida
socioeconomicos de los agricultores y salvaguardar la
seguridad alimentaria. La incorporacién de bioinoculantes
en el esquema de produccion de flame contribuird a la
recuperacion de los suelos y conservacion de la diversidad
biologicay cultural en las regiones productoras, fomentando
la sustentabilidad ecologica.
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