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Resumen de la tesis que presenta Emil O. Téllez Villagémez como requisito parcial para la
obtencion del grado de Maestro en ciencias

“¢Afecta la domesticacion a la interaccion planta- bacteria? Una prueba en plantas de
chile silvestre y domesticado (Capsicum annuum L.) y la bacteria Bacillus cabrialesii.”

Resumen aprobado por

RO\~

Dr. Rafael Bello Bedoy Dr. Edgardo Alfredo Sepulveda Sénchez
Director de Tesis Codirector de Tesis

Las plantas en sus ambientes naturales desarrollan sistemas mutualistas con
microorganismo benéficos, tal es el caso de las bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(PGPB), que pueden actuar mediante acciones directas o indirectas en el desarrollo de las
plantas. Sin embargo, la domesticacion al ser un proceso que modifica genética y
fenotipicamente a los cultivares, se ha demostrado que en especies de cultivo como el trigo,
tomate o maiz, el beneficio del mutualismo planta bacteria se ve disminuido. En este estudio se
evaluaron cuatro genotipos domesticados de chile (Capsicum annuum var annuum)
correspondientes a Jalapefio, Pimiento, Serrano y Yahualica) y dos genotipos silvestres
(Capsicum annuum var glabriusculum) de poblaciones de Sonora y Sinaloa, tratadas con un
bioinoculante de Bacillus cabrialesii TE3", una PGPB aislada de campos de cultivo de trigo en
el Valle de Yaqui. Se compararon la tasa de crecimiento, biomasa fresca y seca de la raiz y
parte aérea, produccion de clorofila, fenoles, biomasa de los frutos, fenologia, caracteres
defensivos utilizando el herbivoro generalista Spodoptera frugiperda, y la colonizacioén
endofita. La mayoria de los caracteres medidos no presentaron diferencias estadisticamente
significativas por el tratamiento bacteriano, incluyendo biomasa fresca y seca, caracteres
reproductivos, fenoles y colonizacion endofita. Solo la tasa de crecimiento los primeros 20 dias
incremento un 66.6% en el genotipo silvestre de Sinaloa, igual que un incremento de clorofila
en las primeras 6 semanas en esta variedad. Los genotipos domesticados de Yahualica y
Pimiento mostraron un efecto contrario al esperado por el tratamiento bacteriano con menor
clorofila y una tendencia a menor biomasa. La mayor diferencia se observa en el incremento
de la resistencia contra herbivoros debido al tratamiento, donde se percibe una tendencia a
aumentar la resistencia en todas las variedades y es estadisticamente significativa en el genotipo
domesticado de Serrano (43% mas resistente). Los pocos resultados nos indican que hay baja
compatibilidad de B. cabrialesii TE3" en plantas de chile, los resultados son mas notorios en
etapas tempranas del desarrollo vegetal y que hay efectos de magnitud similar en los genotipos
de chile independientemente de su estado de domesticacion.

Palabras clave: Domesticacion, bacteria promotora del crecimiento vegetal, Capsicum
annuum, Bacillus cabrialesii TE3T, interaccion planta-bacteria, colonizacion endoéfita,
resistencia a herbivoros, fenologia, desarrollo vegetativo, contenido de clorofila.
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Summary of the thesis presented by Emil O. Téllez Villagomez as a partial requirement for
the degree of Master of Science

“Does domestication affect the plant-bacteria interaction? A test in wild and
domesticated chili plants (Capsicum annuum L.) and the bacteria Bacillus cabrialesii.”

Summary approved by

R O\

Dr. Rafael Bello Bedoy Dr. Edgardo Alfredo Sepulveda Sénchez
Thesis director Thesis codirector

In their natural environments, plants develop mutualistic systems with beneficial
microorganisms, such as plant growth-promoting bacteria (PGPB), which can act directly or
indirectly on plant development. However, domestication, as a process that genetically and
phenotypically modifies cultivars, has been shown to reduce the benefits of the plant—bacteria
mutualism in crop species such as wheat, tomato, and maize. In this study, four domesticated
genotypes of chili (Capsicum annuum var. annuum) corresponding to Jalapefio, Pimiento,
Serrano, and Yahualica, and two wild genotypes (Capsicum annuum var. glabriusculum) from
populations in Sonora and Sinaloa were evaluated. These plants were treated with a
bioinoculant of Bacillus cabrialesii TE3", a PGPB isolated from wheat cultivation fields in the
Yaqui Valley. Growth rate, fresh and dry biomass of roots and shoots, chlorophyll production,
phenols, fruit biomass, fenology, defensive traits using the generalist herbivore Spodoptera
frugiperda, and endophytic colonization were compared. Most of the measured traits did not
show statistically significant differences due to the bacterial treatment, including fresh and dry
biomass, reproductive traits, phenols, and endophytic colonization. Only the growth rate during
the first 20 days increased by 66.6% in the wild genotype from Sinaloa, along with an increase
in chlorophyll content during the first six weeks in this variety. The domesticated genotypes
Yahualica and Pimiento showed an opposite effect to that expected from the bacterial treatment,
with lower chlorophyll content and a trend toward lower biomass. The most notable difference
was observed in the increased resistance to herbivores due to the treatment, with a trend toward
increased resistance in all varieties, and a statistically significant effect in the domesticated
Serrano genotype (43% more resistant). The limited results suggest a low compatibility of B.
cabrialesii TE3" in chili plants, with more evident effects at early stages of plant development,
and similar effect magnitudes across chili genotypes regardless of their domestication status.

Keywords: Domestication, plant growth-promoting bacteria, Capsicum annuum, Bacillus
cabrialesii TE3", plant-bacteria interaction, endophytic colonization, herbivore resistance,
phenology, vegetative development, chlorophyll content.
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1. Introduccion

La domesticacién es un proceso evolutivo determinado por la seleccion artificial,
consciente o inconsciente, mediante el cual el ser humano favorece rasgos ttiles o deseables en
los organismos (Meyer & Purugganan, 2013). Este proceso origina un conjunto de
caracteristicas recurrentes que difieren de sus parientes silvestres, denominado sindrome de
domesticacion (Hammer, 1984). Estos cambios incluyen diferencias morfologicas (i.e. mayor
tamafio de frutos y semillas, reduccion de tricomas), fisiologicas (i.e. menor plasticidad
fenotipica) y de historia de vida (i.e. homogenizacion del crecimiento y la fructificacion)
(Meyer & Purugganan, 2013; Milla et al., 2015; Munguia-Rosas, 2021). Ademas, la
domesticacion puede modificar rasgos foliares, florales y rizosféricos que intervienen
directamente en las interacciones ecoldgicas de las plantas, afectando su relacion con
herbivoros, polinizadores y microorganismos del suelo (Mejia-Serrano et al., 2020; Chabanee
et al., 2022). En particular, los cambios en el fenotipo radicular pueden alterar la habilidad de
las plantas para interactuar con bacterias rizosféricas, reduciendo su colonizacion y los
beneficios asociados a la adquisicion de nutrientes y el crecimiento (Munguia-Rosas et al.,
2021). Dada la importancia que tienen las bacterias rizosféricas en el desarrollo vegetal, resulta

relevante evaluar como la domesticacion puede modificar esta interaccion.

Las plantas en los ecosistemas naturales y antropizados interactian con una amplia
diversidad microorganismos (Taulé¢ et al.,, 2021). Entre las interacciones planta-
microorganismo mas relevantes se encuentran las bacterias capaces de colonizar la rizosfera o
el tejido vegetal sin causar patologias, y que favorecen el desarrollo vegetal. Se conocen como

bacterias promotoras del crecimiento (PGPB, por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting



Bacteria) (de los Santos Villalobos et al., 2019; Hartlova et al., 2011). Este mutualismo es
mediado por compuestos metabolitos secundarios que son exudados por la raiz de planta
compatibles con la respuesta metabolica de las bacterias al ambiente que generan, facilitando
una comunicacién entre ambos elementos del sistema (Pedraza et al., 2020). En con
condiciones estresantes de nutrientes o agua, la relacion planta-bacteria actia favorece aquellos
genotipos que si logran entablar este mutualismo de manera efectiva (Lambers et al., 2009).
Esta dindmica es la base para los procesos de evolucion conjunta, estableciendo un sistema de

comunicacion que conducen al desarrollo relaciones mutualistas (Delaux & Schornack, 2021).

El efecto de la domesticacion se observa cuando algunas de las ventajas proporcionadas
por las PGPB disminuyen en las especies cultivadas en comparacion a sus parientes silvestres,
como se ha documentado en cultivos como el maiz o el tomate (Gutierrez & Grillo, 2022). Sin
embargo, no hay una generalidad de que esto pase; en algunos cultivos no se observan
diferencias en el rendimiento de la planta por la actividad de las PGPB (Kavamura et al., 2020;
Mirskaya et al., 2022). Ademas, aun cuando la mayoria de las bacterias PGPB se han descrito
como generalistas, se debe considerar la compatibilidad que tienen con la planta hospedera para

el éxito de la interaccion mutualista (Santoyo et al., 2021; Shakir et al., 2021).

El chile (Capsicum annuum L.) representa un caso de estudio particularmente
interesante, ya que esta especie se ajusta poco a la idea generalizada de que la domesticacion
reduce las respuestas ecoldgicas de las plantas cultivadas (Luna-Zudiga, 2023; Téllez-
Villagomez, 2023). En plantas de chile, se ha encontrado que la domesticaciéon provoca
cambios como la disminucion en el tamafio de la raiz, la reduccion de la respuesta fototropica,
una menor tolerancia ante condiciones ambientales adversas, entre otras (Lopez-Moreno et al.,
2023; Valenzuela-Apodaca, 2019). Ademas, en el contexto nacional, el chile representa un
cultivo de gran interés agricola, ya que en el México contemporaneo se siguen consumiendo

variedades silvestres (como el chile chiltepin o chile de monte) asi como una gran cantidad de
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variedades domesticadas (entre ellas, jalapeno, chile de arbol, serrano). México es el segundo
exportador de chiles a nivel mundial, con ingresos mayores a los veinte mil millones de pesos
anuales (SADER, 2016). Comprender el efecto de la domesticacion, si es que se presenta,

podria orientar el desarrollo de estrategias agricolas con beneficios cientificos y econdmicos.

En paralelo, existe una gran presion agricola para satisfacer las necesidades
alimentarias, importantes por su influencia en aspectos ecoldgicos, econdémicos y sociales
(FAO, 2018; Cerutti, 2019). En este contexto, el uso de bioestimulantes, como son las PGPB o
productos derivados de ella han sido propuestos como una biotecnologia prometedora ya que
pueden mejorar el rendimiento de los cultivos al aumentar el aprovechamiento de nutrientes o
inducir mayor resistencia contra plagas o patogenos (Espinosa-Anton et al., 2020; Glick, 2012;
Wu et al., 2009). Si bien se ha estudiado la relacion entre el microbioma y la aptitud biologica
de algunas especies de cultivo (Chavez-Luzania et al., 2022; Glick, 2012; Gutierrez & Grillo,
2022), es valioso realizar estudios que analicen como la domesticacion influye en el desempefio
de esta interaccion y si este contexto afecta la efectividad de bioestimulantes sustentables, lo
cual podria proporcionar bases para el desarrollo de estrategias que optimicen el uso de estas

practicas en plantas de interés agricola como el chile.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Capsicum annuum L.

Capsicum annuum var. glabriusculum es el pariente silvestre de las variedades
domesticadas mexicanas C. annuum var. annuum. Su distribucion abarca desde el sur de
Estados Unidos hasta Centroamérica (Vibrans et al., 2009). Esta especie ha tenido a México
como su centro de domesticacion desde hace mas de 6000 afios ha brindado al menos 120

variedades domesticadas distintas (Kraft et al., 2014). Hay evidencia de consumo de chile que



data de hace poco menos de 7000 afios de antigiiedad, sugiriendo que los seres humanos
contribuyeron a su dispersion en esta etapa a través de sociedades cazadoras-recolectoras. Las
evidencias arqueologicas encontradas en el valle de Tehuacén, Puebla (México) de hace
aproximadamente 6400 afios nos indican que el chile ya era una especie manejada junto con el
cultivo de maiz y calabaza (Kraft et al., 2014). Mas recientemente, en la época prehispanica, se
estima que ocurrid la mayor diversificacion de chiles domesticados impulsada por mercaderes
que comerciaban variedades cultivadas en diferentes localidades (Roman & Del Rio, 2017). La
domesticacion del chile se comenz6 originalmente seleccionando rasgos del fruto como el

sabor, el tamafio y la cantidad de pericarpio (Aguilar-Rincén et al., 2010).

1.1.3 Efectos de la domesticacion en chile

C. annuum es una especie ideal para estudios sobre domesticacion, ya que atn es posible
encontrar poblaciones silvestres, ademas de una cantidad elevada de variedades domesticadas.
De acuerdo con la teoria del sindrome de domesticacion, algunos de los efectos de esta
condicién son la reduccion o perdida de caracteristicas que ya no tienen una fuerte presion

selectiva (Serrano-Mejia, 2023).

Valenzuela-Apodaca (2019) y Peiro-Nufio (2021) demostraron que las variedades
domesticadas presentan mecanismos de tolerancia mas atenuados (78% menos tolerancia) y
resistencia ante herbivoros (200% menos mortalidad) en comparacion a los chiles silvestres. El
andlisis de metabolomica indica que las diferencias entre chiles y domesticados no es tan
evidente, ya que variedades como el chile de Yahualica ha mostrado ser un ejemplar intermedio
entre los silvestres y otras variedades mas industrializadas (Arvizu-Diaz, 2021). Esto se
refuerza al analizar otros elementos no relacionados con la defensa. Las interacciones de las
plantas con su ambiente, determinadas por la plasticidad fenotipica, han mostrado que en esta

caracteristica no difiere significativamente entre genotipos Unicamente por el estado de



domesticacion, y se sugiere que es parte de un proceso de adaptacion local (Luna-Zuiiga, 2023;

Téllez-Villagomez, 2023).

Se ha mostrado que algunas variedades domesticadas de chile tienen efectos inducidos
por la presencia de PGPB en su rizobioma (Montoya-Martinez et al., 2023; Sari et al., 2024;
Thilagar et al., 2018) donde los resultados muestran un aumento en rasgos agronémicamente
relevantes (i.e. mayor biomasa de frutos). Sin embargo, no estd claro si en esta especie la
domesticacion atenua la efectividad de estos beneficios, asi como otros caracteres no se ven

influenciados por ese proceso de deriva genética.

1.1.4 Bacterias promotoras del crecimiento

Las rizobacterias han mostrado efectos positivos en el desarrollo vegetal (Chavez-
Luzania et al., 2022; Hartlova et al., 2011). Entre ellas, las bacterias del género Bacillus spp.,
Grampositivas, termorresistentes y con amplia diversidad metabolica, destacan por su potencial
como PGPB (Pedraza et al., 2020). Sus mecanismos de accién pueden ser directos, como la
solubilizacion de nutrientes y la produccion de hormonas de crecimiento (IAA, etileno,
giberelinas), o indirectos, como la secrecion de metabolitos antifingicos que favorecen la
resistencia frente a hongos fitopatogenos (Hyder et al., 2023; Santoyo et al., 2021; Ramos-

Solano et al., 2010; Kumar et al., 2019; Montoya-Martinez et al., 2023).

1.1.5 Bacillus cabrialesii TE3T

En plantas de trigo inoculadas con esta bacteria se ha mostrado un incremento en la
produccion de clorofila, un aumento del 32.7% biomasa seca aérea con respecto al control,
ademas de influir positivamente en el desarrollo de la planta en condiciones de estrés térmico,
salino e hidrico (Robles Montoya et al., 2020; Valenzuela-Ruiz et al., 2022). Esta especie es

igualmente considerada como agente de control bioldgico (BCA por sus siglas en inglés,



Biological Control Agent). Se ha reportado su potencial para sintetizar antifingicos, ya que en
pruebas de laboratorio logr6 inhibir el crecimiento de hongos fitopatdogenos como Bipolaris
sorokiniana y Fusarium languescens (Montoya-Martinez et al., 2023). Esta capacidad de
control contra hongos fitopatogenos se le atribuye a un complejo de lipopéptidos de surfactina

y homologos de fengicina que produce la bacteria (Valenzuela-Ruiz et al., 2022).

1.1.6 Domesticacion y PGPB

Los beneficios de promocion del crecimiento por bacterias se pueden ver alteradas por
la domesticacion. Por ejemplo, en el tomate Solanum lycopersicum se encontrd que las plantas
domesticadas presentaron una menor respuesta en la defensa inducida por bacterias en
comparacion a sus parientes silvestres (Jaiswal et al., 2020). En otro estudio similar, Valente
(2018) mostro que las plantas de trigo presentaron una menor eficiencia en las interacciones
con los microrganismos, lo cual estaba relacionada con una reduccidn de la raiz primaria y en
la densidad de pelos radiculares. Otro caso en plantas medicinales silvestres (Psammosilene
tunicoides) se registra que la diversidad microbiana asociada estd mas ligada a la expresion de
ciertos genes, que se pierde en los mutantes domesticados que no sobre expresan lo mismo

(Junnan et al., 2024).



1.2 Hipotesis

Si la domesticacion disminuye la habilidad de las plantas para interactuar con las
bacterias, los genotipos silvestres de chile (Capsicum annuum var. glabriusculum) mostrara
una mayor respuesta a la inoculacioén con Bacillus cabrialesii TE3" en comparacioén con los

genotipos domesticados (Capsicum annuum var. annuum).

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Comparar el efecto que tienen las bacterias Bacillus cabrialesii TE3T en genotipos silvestres y

domesticados de chile (Capsicum annuum L).

1.3.2 Objetivos especificos

Analizar las diferencias en el desarrollo vegetativo y fisiologico de las plantas
domesticadas y silvestres de chile C. annuum cuando presentan una interaccion

con la bacteria B. cabrialesii TE3".

o Evaluar los efectos en las caracteristicas reproductivas de plantas domesticadas y
silvestres de plantas de chile C. annuum cuando estan una interaccion con la

bacteria B. cabrialesii TE3T.

e Comparar los cambios en la resistencia contra herbivoros de las plantas
domesticadas y silvestres de chile C. annuum cultivadas en un sustrato rico en B.

cabrialesii TE3T.

e Identificar la colonizacion endéfita de B. cabrialesii TE3T en las raices de plantas

silvestres y domesticadas de C. annuum.



2. Metodologia

2.1 Sistemas de estudio

Actualmente, se reconocen mas de 120 variedades cultivadas de chile parientes de C.
annuum var. glabriusculum (Kraft et al., 2014) cada una con su propia historia evolutiva. La
variedad Pimiento (chile morrén, chile campana, pimento) fue introducida a Europa en la época
colonial, consolidandose su cultivo en Castilla (Novo, 2017). El chile de arbol tiene su origen
en la region de los Altos de Jalisco, México. El chile de arbol Yahualica (de ahora en adelante,
chile Yahualica) se cultiva el municipio homoénimo, Yahualica Gonzales Gallo, Jalisco (DOF,
2018). El chile jalapefio de gran relevancia econémica en México se origino a la del Golfo de
México y se cultiva en estados como Veracruz, Chiapas, Tabasco y Quintana Roo (Aguirre-
Hernandez & Mufioz-Ocotero, 2015). Por su parte, la variedad de chile Serrano tiene origen en

las Sierras del norte de Puebla e Hidalgo (Aguirre-Hernandez & Muioz-Ocotero, 2015).

Para evaluar el efecto de la domesticacion se utilizaron dos genotipos silvestres de C.
annuum, de localidades de San Pedro de la Cueva, Sonora (México) y de Sinaloa (México)
tomadas del reservorio de germoplasma del Laboratorio de Genética Ecoldgica y Evolucion de
la Universidad Auténoma de Baja California; y cuatro genotipos domesticados de la variedad
Pimiento, Jalapefio, Serrano de la marca comercial HortaFlor © y chile de arbol Yahualica
proveniente de productores locales del municipio Yahualica de Gonzalez Gallo, Jalisco
(México) donados por el Centro Regional de Servicios Integrales en Agricultura Protegida

(CRESIAP) (referencia de los frutos en la figura 1).

Bacillus cabrialesii TE3T es una bacteria con caracteristicas de PGPB, aislada del suelo
con mas de 40 afios de actividad agricola de cultivo de trigo en el Valle Yaqui, Sonora, México.

También se ha encontrado en el tejido vegetativo demostrando de capacidad eneolitica en este



cultivo (Valenzuela-Aragon et al., 2019). B. cabrialesii TE3" fue mantenida en el Laboratorio
de Microbiologia Agricola y Traduccion de Senales del Departamento de Microbiologia
Experimental en el Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada
(CICESE). Esta fue donada e inicialmente aislada y descrita por el Laboratorio de
Biotecnologia del Recurso Microbiano del Instituto Tecnolégico de Sonora (ITSON)

(Valenzuela-Aragoén et al., 2019).

Figura 1. Frutos de los genotipos utilizados en este experimento. A la derecha se presentan los
genotipos domesticados: (A) Pimiento, (B) Serrano, (C) Jalapeiio y (D) Yahualica. A la
izquierda se muestran los genotipos silvestres (E) San Pedro de la Cueva, Sonora y (F) Sinaloa.

2.2 Preparacion del material bioldgico.

Para el crecimiento de B. cabrialesii TE3" se utilizé un medio de cultivo liquido de
peptona y extracto de levadura (PY). Su elaboracion consistié en mezclar 0.38 g de cloruro de
calcio dihidratado (CaCl-2H»0), 3 g de extracto de levadura y 6 g de peptona de caseina en 1

L de agua destilada. Con un agitador magnético se mezclan los reactivos a 500 rpm durante 5



minutos para asegurar que todo quede integrado. La solucion liquida se guarda en frascos de
vidrio y se lleva a esterilizar en autoclave en condiciones de 15 psi a 121°C por 15 minutos. En
condiciones de esterilidad, se inocula el medio PY liquido con colonias previamente aisladas
en medio PY soélido (PY liquido con agar bacterioldgico al 1.5%). El medio inoculado se llevo
a incubacidn con agitacion constante a 150 rpm y 30 °C durante 24 horas. Una vez pasado el
tiempo, se analiza la absorbancia con un espectrofotometro con longitud de onda A=600 nm en
busca que tenga una absorbancia de 0.7 con respecto al blanco control (medio PY liquido sin
la bacteria). Una vez conseguido esto, se agregd 1 volumen de agua destilada. Este método
estandarizado por el Laboratorio de Transduccion de Sefiales y Microbiologia Agricola nos

brinda una concentracién de 1x10° UFC por mL.

Para la germinacién se utilizaron cien semillas de cada genotipo utilizado. Estas se
sumergieron en agua corriente durante dos dias; posteriormente, se remojan 24 horas en una
soluciéon de acido giberélico con una concentracion de 500 ppm. Pasado este tiempo se
colocaron en charolas de germinacion con sustrato estéril BM 2 hp Berger® donde se
conservaron en condiciones controladas de 27 °C, ~46.5% de humedad ambiental y fotoperiodo
de 16 horas de luz. Una vez que la mayoria de las plantulas exhibieron la cuarta-quinta hoja
verdadera totalmente desarrollada, fueron seleccionadas 10 plantulas de maduracion similar
por genotipo para cada tratamiento, excepto el chile Pimiento que solo se logrd conseguir 5
plantas por tratamiento (N = 110). Las plantulas fueron trasplantadas en macetas de 2.5 litros
con sustrato estéril BM 2 hp Berger® y fueron crecidas en condiciones de invernadero de la
Universidad Autonoma de Baja California, Ensenada Baja California. Se colocaron con una
separacion aproximada de 30 cm entre macetas y se regaron ad [ibitum con agua corriente
durante todo su desarrollo. Para asegurar la presencia de la bacteria, se realizard una
reinoculacion cada 15 dias con 1 mL de medio PY con bacterias a la concentracion previamente

descrita.
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2.3 Medidas de desarrollo vegetativo.

Tasa de crecimiento. Como una medida sobre la adquisicién de biomasa, se estimo la
tasa de crecimiento relativo (TCR) utilizando la medida de altura a los 20, 40 y 60 dias, tomada

desde la base del cotiledon hasta el apice. Se calculd con la siguiente formula:

Altura final —Altura inicial

TCR = [1]

Tiempo de crecimiento

donde altura inicial fue el dia del trasplante y altura final se refiere a la medida en centimetros
del tallo hasta el tiempo de crecimiento, es decir, el nimero de dias entre ambas fechas
(Valenzuela-Apodaca, 2019). Cuando la planta ya presentaba bifurcacion, se consideraba como

altura la punta mas alta.

Biomasa: Una vez que al menos la mitad de los frutos llegd a la maduracion
(caracterizada por un color carmesi), se tomaron las medidas de biomasa. Primero se hizo una
colecta de todos los frutos y posteriormente, se cortod la parte aérea comprendida por tallo, ramas
y hojas. Las raices fueron lavadas con agua corriente para quitar todo el sustrato alrededor y
fueron secadas con papel secante. Cada seccion de la planta fue pesada en balanza analitica
MS204S Mettler Toledo® para obtener la biomasa fresca. Después de esta medida, se
colocaron en bolsas de papel los tejidos y se llevaron a secar en horno de conveccion a 60 °C
durante 3 a 5 dias hasta que estuvieran totalmente secas para volver a pesarse y obtener su

biomasa seca.

2.4 Medidas del desarrollo fisiologico.

Clorofila. La clorofila se cuantifico con un clorofildémetro modelo CCM-200 plus
Apogee® para determinar si hay efectos en la capacidad fotosintética de la planta cuando hay
una interaccion con la PGPB. El clorofildbmetro arroja un indice de concentracion de clorofila

(ICC) que va de 1 en adelante. Las medidas fueron tomadas en la misma seccion de tres hojas
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diferentes por planta maduras y se obtuvo un promedio en el ICC de las tres hojas para tener
un calor promedio por cada planta de la planta. La medicion se repitié semanalmente durante
6 semanas, que fue la fecha en la que dejo de aumentar y se mantuvo el ICC. Para estandarizar
la toma de clorofila en cada semana, las tres hojas se seleccionadas eran a partir de la sexta hoja
madura contadas desde el &pice hasta la seccion media. Cuando la planta ya presentaba la
bifurcacion, se consideraba desde la punta mas alta de la planta. Una altima medida de clorofila

se realizo el dia 60 después de la primera inoculacion.

Fenoles. el contenido de fenoles de la planta Se evalu6 a los 100 dias de maduracion.
Para la medicion se tomd una submuestra aleatoria de 4 plantas por genotipo de cada
tratamiento (n = 48). A cada una de las plantas se le cort6 una hoja y se limpiaron para eliminar
tierra o polvo. A las hojas se les tom6 una pequefia cantidad de tejido y se colocaron en tubos
Eppendorf de 1.5 mL debidamente etiquetados y previamente pesados. Se macer6 la muestra
de tejido en el tubo Eppendorf y se pesd. A continuacion, se incubo en 1 mL de solucion
hidrometandlica durante 24 horas en oscuridad. Pasado este tiempo, las muestras se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 5 minutos. En tubos Eppendorf nuevos del mismo volumen,
se anadié 1 mL de agua destilada, 20 pL. de extracto de cada muestra y 100 pL de reactivo de
fenol de Folin-Ciocalteu Sigma-Aldrich® y se agitd. Posteriormente, se afiadieron 300 uL de
solucion de carbonato de sodio (NaxCO3), se agitd y se dejo en incubacion durante 2 horas a
temperatura ambiente. Al finalizar la incubacion, se midid la cantidad total de fenoles en las
muestras en un espectrofotdmetro monocromatico DR 2800 Hach® a A=765 nm, utilizando

acido galico como estandar y agua destilada como blanco.

2.5 Medidas de caracteres reproductivos

Se contaron los dias que transcurrieron desde el trasplante a maceta hasta el inicio de la

botonacion (def.: etapa del desarrollo reproductivo de angiospermas en la que aparecen las
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yemas florales que posteriormente se convertiran en flores) y floracion. De la misma manera
se conto el nimero de frutos producidos por planta y se registrd la biomasa fresca y seca de los
frutos (Pandit & Adhikary, 2014). La biomasa de los frutos se tomo siguiendo la metodologia

descrita en la seccion Biomasa.

2.6 Resistencia contra herbivoros

Para evaluar el efecto de la interaccion planta-bacteria en la resistencia contra
herbivoros, se realizd6 una prueba de resistencia con larvas generalistas de Spodoptera
frugiperda donadas por El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) unidad Tapachula. Las larvas
se sometieron a un ayuno de 24 horas y posteriormente se mantuvieron separadas
individualmente en cajas de Petri. Se usaron 4 larvas del estadio 3-4, y fueron alimentadas
exclusivamente con tejido de un genotipo y el tratamiento (n = 48). Se realizaron 2 ensayos
para evaluar lo consumido por las larvas. En el primero, pasadas las 24 horas de ayuno se les
coloc6 un disco de 1.1 cm? durante 1 hora y se midi6 el consumo restando el sobrante de hoja
del total inicial. En el segundo ensayo, a cada larva se le alimenté con un disco de 1.1 cm? de
hoja cada 12 horas guardando los restos en caso de que hubiera tejido sobrante. Finalizados los
10 dias se contabilizo restos de hoja utilizando el software de analisis foliar WinFOLIA® para
obtener el 4rea de hoja consumida como la diferencia entre el area foliar proporcionada de
alimento y los restos. Se estimd la Resistencia relativa (Rp) con la siguiente ecuacioén

(Valenzuela-Apodaca, 2019),

—1 - Ac (cm?)

Rp At (cm?) [2]

Donde Ar es el area foliar total, y Ac es el area foliar total consumida. Durante estos 10 dias se

contabilizé el nimero de muertes de las larvas para estimar la supervivencia.
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2.7 Prueba de colonizacion endofita

Para identificar si B. cabrialesii TE3" actué como bacteria endofita en las plantas de
chile, se extrajo material genético de la corona de la raiz. Para ello, antes del secado de la
biomasa se cortd aproximadamente 2 cm de la seccion intermedia entre la raiz y el tallo de cada
planta y se conservo en congelacion a -80 °C hasta la extraccion de ADN. La extraccion de
ADN fue realizada a 3 muestras por genotipo X tratamiento (n = 36) con adaptaciones de la
técnica descrita por Gonzalez-Vera (2019). Metodologia detallada en Anexo 1.

Se comprob¢ la presencia de ADN en las extracciones mediante geles de electroforesis
comparandolo con una escalera comercial Promega®. Una vez se verifico la correcta extraccion
de ADN en todas las muestras se hizo una disolucion 1:10 del ADN en stock con agua MQ para
realizar una PCR buscando amplificar una secuencia de un singleton de 264 pb especificos de
B. cabrialesii TE3T. Los primers utilizados fueron los siguientes:

Foward - AAT GGA CAG ACG GTT ATG GTG

Reverse - ATC CAC AGT CGT TTC ATC CC
Las condiciones de la PCR fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
posteriormente 35 ciclos de alineacion de los primers a 63.5 °C por 40 s, una extension a 72°C
por 30 s y desnaturalizacién a 94°C por 30 s. y finalmente una extension final del 72 °C por 5
minutos. Este procedimiento se realizé con todas las muestras incluyendo un control positivo
con ADN de B. cabrialesii TE3". Los primers y condiciones de PCR se siguieron segun lo
descrito por Chavez-Luzania et al. (2022). Los resultados se visualizaron en una electroforesis

en gel de agarosa al 1.5% configurado a 85 v durante 40 minutos.

2.8 Analisis estadisticos

Caracteres vegetativos y reproductivos. Para evaluar si la inoculacion bacteriana afecto
el crecimiento, metabolitos primarios y secundarios se realizaron dos ANOVAS de dos vias.

La primera utilizando como factores Genotipos y Tratamiento y la segunda usando los factores
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Estado de Domesticacion y Tratamiento. Cuando la interaccion de los factores mostraba una
diferencia significativa se utiliz6 un post hoc de Tukey para comprobar en que grupos se
mostraba la diferencia. Se analizo la biomasa total, biomasa aérea, biomasa radicular, biomasa

de frutos y la proporcion de cada seccion con la biomasa total dada por las

Biomasa aérea  Biomasa radicular

ecuaciones — y— . También se compararon las tasas de crecimiento
Biomasa total Biomasa total

alos 20, 40 y 60 dias. Estas se analizaron con una prueba t de Student para determinar el efecto

del tratamiento (Bacteria/Control) en cada genotipo.

Contenido foliar de clorofila y fenoles. El indice de contenido de clorofila se analiz6 de
dos maneras. Se aplic6 una ANOVA de medidas repetidas utilizando como factor el
tratamiento, para analizar el cambio de clorofila a través de las semanas. A este analisis se le
sumo una prueba t de Student en cada punto del tiempo para determinar si este efecto se observa
solo en algunos momentos del desarrollo. Para el contenido de fenoles se realizaron ANOVA

de dos vias utilizando Genotipo x Tratamiento y Estado de Domesticacion x Tratamiento.

Caracteres reproductivos. Similar al andlisis de biomasa, se realizaron dos ANOVA de
dos vias (Genotipo x Tratamiento y Estado de Domesticacion x Tratamiento) para los rasgos
de biomasa total de frutos, numero de frutos, proporcion de los frutos con respecto al total asi
como dias a la botonacion y dias a la floracion. Solo en los rasgos con diferencias significativas

segun la ANOVA se realizaron post hoc de Tukey

Resistencia contra herbivoros. Los analisis de resistencia se efectuaron mediante un
ANOVA de dos vias, considerando como factores el genotipo y el estado de domesticacion,
con el fin de comparar el efecto del tratamiento sobre el indice de resistencia a 1 horay a 10
dias. La supervivencia de las larvas se analiz6 con un modelo de riesgos proporcionales de Cox,
el cual estimo las diferencias en la probabilidad de mortalidad a lo largo del tiempo entre

tratamientos. Finalmente, una prueba chi-cuadrada permitié determinar la asociacion entre el
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tratamiento y la supervivencia de las larvas de S. frugiperda, codificada como variable binaria
(1 =vivo, 0 = muerto) cuando el 50 % de la poblacién habia muerto (dia 6). Todos los analisis
estadisticos se realizaron con el software JMP® Pro 18.0.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA), y las representaciones graficas se elaboraron con GraphPad Prism® 10.4.1 (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).
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3. Resultados

3.1 Desarrollo vegetativo

La tasa de crecimiento relativo (TCR) apicalPro-186 diferencias significativas entre los
genotipos y periodos de medicion. La ANOVA mostré que los genotipos responden diferente
de acuerdo con el tratamiento (Tabla 2). El post hoc muestra que el chile silvestre de Sinaloa
tuvo un efecto del tratamiento con B. cabrialesii TE3" en las etapas tempranas, con una TCR
66.6% mayor durante los primeros 20 dias, diferencia que no se mantuvo posteriormente (Tabla
1). En los demas genotipos no se detectd efectos significativos del tratamiento. La biomasa
total, medida a los 125 dias, no difirié entre tratamientos en ninguno de los genotipos (Figura
2, Tabla 2). Lo mismo ocurri6 con la biomasa seca, aunque en Yahualica se observo una
reduccidn no significativa en la biomasa aérea (—22.64%). Las proporciones de biomasa aérea
y radicular tampoco mostraron diferencias significativas.

Los resultados de la ANOVA también nos mostraron diferencias significativas entre
genotipos y estados de domestican. En general, los chiles domesticados muestran 40.2% mayor
crecimiento que los chiles silvestres (Tabla 4). El chile que mas tasa de crecimiento presentd
fue el chile Jalapefio, Seguido de Pimiento y Yahualica y finalmente Serrano y los chiles
silvestres de Sonora y Sinaloa. Esto se reflejé ligeramente en las biomasas totales, donde
Yahualica tiene solo 8.02% més biomasa que Sinaloa y Sonora, pero no diferenciado de
acuerdo con las. Solamente el chile Serrano se ubica por debajo de los demas genotipos con

37.77 % menos biomasa.
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Tabla 1. Tasa de crecimiento relativo (TCR) apical (£ error estandar) en diferentes periodos de tiempo
en plantas silvestres y domesticadas de chile con tratamiento de B. cabrialesii TE3". Se muestra el
crecimiento dado por milimetros por dia en 3 diferentes periodos de crecimiento correspondientes al dia
20, dia 40 y dia 60 después del inicio del tratamiento. Los valores remarcados en negritas corresponden
a una diferencia significativa (p>0.05) asociadas tratamiento bacteriano.

Estado de Genotino Tratamiento TCRaldia TCRaldia TCR aldia
domesticacion P 20 (mm/dia) 40 (mm/dia) 60 (mm/dia)

Control 6.30+0.3 8.08 +0.9 8.47 +0.4

Jalapeio
Bacillus 6.27 +0.3 9.09 +0.9 8.08 +0.4
o Control 4.37+0.4 5.32+03 4.80+0.4

Pimiento
Bacillus 3.39+04 4.56 +03 5.27 +0.4

Domesticado

Control 1.96 +0.4 5.09 +0.5 7.22 404

Serrano
Bacillus 2.26 0.4 5.26 0.5 6.70 £0.4
) Control 3.81+04 6.92 +0.4 9.29 +0.5

Yahualica

Bacillus 2.56 +0.4 5.71 +0.4 8.90 +0.5
. Control 1.26 +0.2 3.01 +0.3 4.60 +0.3

Sinaloa
Silvestre Bacillus 2.10 0.2 3.18£0.3 4.90 +0.3
Sonora Control 2.14 +0.1 3.39 102 5.10+03
Bacillus 2.27 +0.1 3.63+02 5.37 0.3
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Tabla 2. Resultados de las ANOVAS de dos vias en la tasa de crecimiento a los 20, 40 y 60
dias después del inicio del tratamiento. Se muestras los resultados muestras los resultados de la
ANOVA Genotipo x Tratamiento y Estado de Domesticacion x Tratamiento para cara caracter
analizado. Los resultados resaltados en negritas representan diferencias significativas (p>0.05).

Fuente de Variacion G.L. S.C. F p
< Genotipo 5 24444192 43.532 <0.0001
g % ;‘g Tratamiento 1 0.0068638 0.6112 0.43
% é S | Genotipo x Tratamiento 5 0.141103 25.129 0.03
=9 & | Estado de Domesticacion 1 0.6577972 22.4896 <0.0001
5 Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.0000003 0 0.99
< Genotipo 5 35492248 29623 <0.0001
2 % ;‘g Tratamiento 1 0.0009884 0.0412 0.83
% g R | Genotipo x Tratamiento 5 0.1347185 11244 0.35
=3 & | Estado de Domesticacion 1 1.0464929 21.9127 <0.0001
5 Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.0186766 0.3911 0.53
< Genotipo 5 30187186 348387 <0.0001
3 *:2) ;‘g Tratamiento 1 0.0004283 0.0247 0.87
z g R | Genotipo x Tratamiento 5 0.039303 0.4536 0.80
= &é & | Estado de Domesticacion 1 0.1066023 2.3774 0.12
© Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.0067104 0.1497 0.69
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Figura 2. Biomasa fresca (grafico superior) y biomasa seca (grafico inferior) (+ error
estandar) de diferentes genotipos domesticados y silvestres de chile con tratamiento de
B. cabrialesii TE3". Se diferencia por patrones la biomasa de la radicular (raices primarias
y secundarias); biomasa aérea (tallo, hojas y ramas); y biomasa de los frutos.
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Tabla 3. Biomasas (% error estandar) frescas y secas de chiles silvestres y domesticados con tratamiento de B. cabrialesii TE3™. Se hace la
distincion entre la biomasa total, la cual considera la seccion area, radicular y de los frutos. La biomasa area correspondo al tallo, ramificacion y
hojas. Asimismo, se establece la razon de la fraccion area y radicular con respecto a la biomasa total solo en peso seco. Los valores remarcados

en negritas corresponden a una diferencia significativa (p<0.05) por el tratamiento bacteriano.

Estado de':, Conaiine | Umtsmieis Total fresca Aérea Radicular  Total seco Aérea Radicular aéif(:(r)ltal Razo6n raiz:
domesticacion (gr) fresca (gr)  fresca (gr) (gn) seco (gr)  seco(gr)  (seqp) total (seco)
| Control 20222473 8656434  32.12£13  9227+6.0 6294453 1825414 0.66+0.01 0.19 £0.00

Jalapefio P 20449 +73 9174434  31.00+£1.3 948660 62.83+53 1575414 0.66+0.01 0.17 £0.00

o Control 22834 £11.8 98.56+9.8 29.60+1.9 89.43+8.7 63.39+7.7 144013 0.70+0.02 0.16+0.01

Bomestioads Pimiento Bacillus 221.00£11.8  99.07+9.8  29.60+1.9 98.79+8.7 71.63+7.7 15.80+1.3 0.71+0.02 0.15+0.01
Control 104.42+4.7  63.90+2.6 2733+0.9 51.81+4.1 25.75+3.1 12.33+1.0 0.69+£0.01 0.22+0.01

Serrano Bacillus 11841 +£54  72.11+£3.0 2833+09 51.00+4.1 36.09+3.1 11.22+£1.0 0.69+0.01 0.22+0.01

‘ Control 169.15+4.2 113.20+3.3 41.10+09 10437493 80.47+84 19.80+1.8 0.76+0.03 0.18 +0.03

Yahualica Bacillus 16498 +4.4  106.97+3.3 37.82+1.0 80.61+8.8 58.95+8.0 16.60+1.8 0.70+0.03 0.22+0.02

' Control 145.61 £5.1 94.00+3.4 37.60+1.3 9240+6.0 68.48+4.4 20.30+1.3 0.73+0.00 0.21+0.00

. s Bacillus 158.98+5.1 102.80+3.4 39.50+1.3 9483+5.6 69.16+4.4 20.00+1.2 0.72+0.00 0.21 +£0.00
ilvestre Control 154.09+2.8  89.65+24 3550+1.2 88.46+4.5 69.78+4.0 17.50+1.0 0.73+0.00 0.18 £0.00
wonere Bacillus 15283 £2.8 91.76 £2.4  35.40+1.2 94.48+45 6535+4.0 16.70+1.0 0.73+0.00 0.18 £0.00

21




Tabla 4. Resultados de las ANOVAS de dos vias de la biomasa fresca y seca de las plantas. Se
muestras los resultados muestras los resultados de la ANOV A Genotipo % Tratamiento y Estado
de Domesticacion x Tratamiento para cara cardcter analizado. Los resultados resaltados en
negritas representan diferencias significativas (p>0.05).

Fuente de Variacion G.L. S.C. F p

S Genotipo 5 16943896 269811 <0.0001
‘g _ |Tratamiento 1 204967 16319 0.20
% % Genotipo x Tratamiento 5 754841 1202 0.31
'g “ | Estado de Domesticacion 1 6617.96714 28.7318 <0.0001
- Est. Domesticacion X Tratamiento 1 146.953681 0.638 0.42

S | Genotipo 5 15206698 113142 <0.0001
% E Tratamiento 1 202349 0.7528 0.38
.g ‘_cg Genotipo x Tratamiento 5 2051425 15263 0.18
m % Estado de Domesticacion 1 6228.82766 17.7424 <0.0001

€ | Est. Domesticacion x Tratamiento 1 631.804224 1.7997 0.18
3 Genotipo 5 163837.82 682695 <0.0001
2 o [Tratamiento 1 0.028675 0.0001 0.99
% % Genotipo x Tratamiento 5 4471.11 18631 0.10
S * | Estado de Domesticacion 1 1981.17895 0.9155 0.34
M Est. Domesticacion X Tratamiento 1 2285.84378 1.0562 0.30
S Genotipo 5 20598867 302778 <0.0001
g Tratamiento 1 05096 0.0375 0.84
% g Genotipo x Tratamiento 5 579677 0.8521 0.51
.g Estado de Domesticacion 1 1752.42564 107.274 <0.0001
= Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.4714868  0.0289 0.86

< | Genotipo 5 73674625 86105 <0.0001
S § Tratamiento 1 2355589 13765 0.24
% ;‘g Genotipo x Tratamiento 5 5512825 0.6443 0.66
A '—§ Estado de Domesticacion 1 1752.42564 107.274 <0.0001

= | Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.4714868  0.0289 0.86
= Genotipo 5 0.2662961 217333 <0.0001
g - Tratamiento 1 0.0017937  0.7319 0.39
2 § Genotipo x Tratamiento 5 0.0025182  0.2055 0.95
.g Estado de Domesticacion 1 1819.26856  29.2363 <0.0001
& Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.000923 0 0.99




3.2 Concentracion de clorofila y contenido fendlico foliar

La ANOVA de medidas repetidas solo mostro diferencias en el desarrollo del ICC en
el genotipo domesticado Pimiento, por un crecimiento ligeramente en las plantas tratadas con
B. cabrialesii TE3" (Figura 3). Las diferencias se notaron en varios puntos: en Pimiento se
observa un ICC 27.95% menor en las plantas con la bacteria en la tercera semana; las plantas
tratadas en Yahualica tuvieron 52.33% menos de clorofila en la semana 1; en los chiles de
Sinaloa el tratamiento bacteriano tuvo con mayor clorofila en la semana 1 y 2 donde aumento
34.91% y 63.09% respectivamente (Figura 3). La comparacion de clorofila a los 60 dias no
exhibid ninguna diferencia significativa por tratamiento en ningun estado de domesticacion ni
genotipos (Tabla 5). En los contenidos de fenoles no se percibid diferencias significativas por

el tratamiento en ningiin genotipo utilizado en el experimento (Figura 4).
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Figura 3. Cambio en ICC (+ error estandar) a través de 6 semanas en genotipos silvestres y
domesticados con tratamiento de B cabrialesii TE3'. Se muestra el valor de p de la ANOVA
de medidas repetidas para cada prueba en la seccion inferior derecha de cada grafico. El (*)
representa una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) para la medida en esa semana.
Senalado con una imagen de boton florar y flor de C. annuum representa la semana de aparicion
de cada estructura.
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Figura 4. Contenido de compuestos fenolicos (+ error estandar) en la hoja en chiles de genotipo
domesticado y silvestre. Se observan la comparacion de los chiles sin tratamiento de color azul
y con tratamiento de B. cabrialesii TE3" de color rojo. No se observan diferencias notorias por
el tratamiento en esta caracteristica en ningun genotipo utilizado.

Tabla 5. Resultados de las ANOVAS de dos vias del ICC a los 60 dias y contenido de fenoles de plantas
tratadas con B. cabrialesii TE3". Se muestras los resultados muestras los resultados de la ANOVA
Genotipo x Tratamiento y Estado de Domesticacion x Tratamiento para cara caracter analizado. Los
resultados resaltados en negritas representan diferencias significativas (p>0.05).

Fuente de Variacion G.L S.C. F p
%3 Genotipo 5 24,444,192 43,532 <0.0001
= Tratamiento 1 0.0068638  0.6112 0.43
= 8 |Genotipo x Tratamiento 5 0.141103 25,129 0.03
g Estado de Domesticacion 1 1187.8731 30 <0.0001
O Est. Domesticacion x Tratamiento 1 71478395 2 0.18
Genotipo 5 35492248 29623 <0.0001
8 Tratamiento 1 0.0009884  0.0412 0.83
% Genotipo x Tratamiento 5 0.1347185 11244 0.35
F~ Estado de Domesticacion 1 0.5754213  0.3208 0.57
Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.0075726  0.0042 0.94
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3.3 Caracteristicas reproductivas.

La ANOVA detect6 un efecto significativo de B. cabrialesii TE3T en el nimero de dias
a la produccion de botones y flores (Tabla 7), especificamente en el genotipo domesticado
Pimiento (Figura 5, Tabla 6) donde plantas inoculadas produjeron botones y abrieron las flores
en promedio cuatro y siete dias después que las plantas control. Esto representa un retraso de
19.38% para los botones y 15.8% para las flores. No se detectaron diferencias significativas en
los demas genotipos, la fenologia floral, ni el nimero de frutos (Figura 5, Tabla 6).

Los genotipos domesticados tuvieron una maduracion reproductiva 47.58% mas
prematura en compasion a los silvestres (Figura 6, Tabla 7). En la ANOVA aplicada por
genotipo, se aprecia que cada genotipo esta bien diferenciado entre si, siendo Jalapefio los mas
prematuros, seguidos de Pimiento, Serrano, Yahualica, Sinaloa y Sonora respectivamente tal

como se indica como en la Figura 5.
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Figura 5. Dias a la aparicion (+ error estandar) de estructuras reproductivas en plantas silvestres
y domesticadas de chile con tratamiento de B. cabrialesii TE3". Se muestra los dias que
transcurrieron desde el inicio del tratamiento hasta la botonacion (dia en el que aparecen los
botones florales) en el grafico superior y a la floracion en el grafico inferior. El (*) representa
una diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05)
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Tabla 6. Caracteristicas reproductivas de chiles silvestres y domesticados con tratamiento de B.
cabrialesii TE3". Se muestra la biomasa fresca y seca de los frutos producidos, la fraccién que
corresponde a la biomasa total seca de la planta, el nimero de frutos y la biomasa seca promedia
por fruto. No se encontraron diferencias significativas por el tratamiento de bacterias.

Estado de ) ) Biomasa Biomasa seca Numero Blomgsa Razon frutos:
Y Genotipo | Tratamiento | fresca de promedio de
domesticacion de frutos (gr) de frutos total (seco)
frutos (gr) fruto seco (gr)
N Control 83.53 +6.4 13.66 +0.9 15.0 £2.1 0.95 £0.11 0.14 £0.01
Jalapefio
Bacillus 81.75 £6.4 13.68 +0.9 13.8 £2.1 1.15 +0.11 0.16 +0.01
.. Control 99.66 +8.2 11.64 +0.8 2.0+03 7.04 £1.53 0.13 £0.01
Pimiento
) Bacillus 02.83 +8.2 11.89 +0.8 1.6 £0.3 8.33 £1.53 0.12 +0.01
Domesticada
Control 13.32 +£3.0 3.73 +0.8 21.0 +4.1 0.16 +0.01 0.06 +0.01
Serrano
Bacillus 15.32 £3.0 3.69 +0.8 20.8 +4.1 0.16 £0.01 0.07 £0.01
) Control 14.86 +3.2 3.95 +0.8 8.6 2.0 0.45 +£0.06 0.04 £0.01
Yahualica
Bacillus 20.47 +3.2 5.05 0.8 10.5 2.0 0.55 +0.06 0.06 £0.01
) Control 14.01 1.4 424 +04 38.2+34 0.11 £0.00 0.04 +0.00
Sinaloa
) Bacillus 16.68 £1.4 5.37 +0.4 449 +3 4 0.11 £0.00 0.05 +0.00
Silvestres
Control 28.94 +1.7 7.20 £04 76.1 £3.9 0.09 +0.00 0.07 £0.00
Sonora
Bacillus 25.66 1.7 6.41 £04 70.6 £3.8 0.09 +0.00 0.07 +£0.00
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Tabla 7. Resultados de las ANOVAS de dos vias de caracteres reproductivos tales como: dias
a la botonacidn, dias a la floracion, numero de frutos y biomasa seca y fresca de los frutos. Se
muestras los resultados muestras los resultados de la ANOV A Genotipo % Tratamiento y Estado
de Domesticacion x Tratamiento para cara cardcter analizado. Los resultados resaltados en

negritas representan diferencias significativas (p>0.05).
Fuente de Variacion G.L. S.C. F p
- Genotipo 5 17287.19  135.899 <0.0001
© .‘g Tratamiento 1 1604 0.063 0.80
& £ |Genotipo x Tratamiento 5 247.75 19.476 0.09
A ;% Estado de Domesticacion 1 13619905  221.063 <0.0001
Est. Domesticacion x Tratamiento 1 22.191 0.3602 0.54
£ Genotipo 5 18207993 1449237 <0.0001
%é Tratamiento 1 0.376 0.015 0.90
= Genotipo x Tratamiento 5 234873 18694 0.10
2 Estado de Domesticacion 1 15018.363  253.3339 <0.0001
a Est. Domesticacion x tratamiento 1 15.839 0.2672 0.60
8 Genotipo 5 61968951 1308058 <0.0001
€ | Tratamiento 1 1024 0.0108 0.1
"2 Genotipo x Tratamiento 5 397843 0.8398 0.52
g Estado de Domesticacion 1 18921  36.2853 <0.0001
E Est. Domesticacion x Tratamiento 1 17.692 0.0339 0.85
8 Genotipo 5 96385121 154778 <0.0001
‘% o |Tratamiento 1 1473 0.0118 0.91
g § Genotipo x Tratamiento 5 392197 0.6298 0.67
g “ |Estado de Domesticacién 1 35996.181  49.8684 <0.0001
'C% Est. Domesticacion x Tratamiento 1 56.991 0.079 0.77
. Genotipo 5 13560882 545519 <0.0001
o § Tratamiento 1 19113 0.3844 0.53
é g Genotipo x Tratamiento 5 13432 0.5403 0.74
-é’ & |Estado de Domesticacion 1 364.645  24.9572 <0.0001
Est. Domesticacion x Tratamiento 1 1.194 0.0817 0.77
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3.4 Resistencia contra herbivoros

En el primer ensayo, el indice de resistencia de las plantas en la primera hora no presentd
diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento en ninguno de los genotipos
utilizados en este experimento (Figura 6). Sin embargo, es posible notar como en la mayoria de
los casos las plantas presentaron ligeramente mas resistencia en el tratamiento de B. cabrialesii

TE3" (Tabla 9).

—————— Domesticadas | | —Silvestres —

0.8
B Control

B Bacillus

0.64

0.4+

Indice de resstencia

-

Jalapefio Pimiento Serrano Yahualica Sinaloa  Sonora

Figura 6. Indice de resistencia (+ error estandar) de plantas a larvas de S. frugiperda en 1 hora
después de un periodo de ayuno de 24 horas. Se alimenté a las larvas con 1.1 cm? de hojas de
chiles silvestres y domesticados con tratamiento bacteriano (sefialado de color rojo). No se
presentan diferencias estadisticamente significativas en la resistencia de la primera hora tras el

ayuno.

En la resistencia a los 10 dias, se observdé una gran diferencia en el genotipo
domesticado Serrano, donde el tratamiento con la PGPB aumento la resistencia un 57.65%
(Figura 7). En ningtn otro genotipo se observo una marcada diferencia por el tratamiento, y la

tendencia a mayor resistencia en plantas con bacteria no se percibi6 en este periodo.
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Figura 7. Indice de resistencia (£ error estandar) de plantas a larvas de S. fiugiperda en 10 dias
por larvas de S. fiugiperda en 10 dias, exclusivamente alimentado con 2.2 cm? diariamente de
hojas de chiles silvestres y domesticados con tratamiento de B. cabrialesii TE3" (color rojo) y
sin tratamiento (color azul). El (*) representa una diferencia estadisticamente significativa (p<
0.05). Solo el genotipo domesticado Serrano se observa un consumo notoriamente menor en
las larvas que fueron alimentadas con hojas de plantas tratadas.

El andlisis de mortalidad de S. frugiperda brindé resultados similares a lo visto en las
pruebas anteriores. El tratamiento con PGPB aumentdé en un 43% la mortalidad de los
herbivoros en el genotipo domesticado Serrano (Figura 8, Tabla 7). En el caso particular del
genotipo domesticado de Yahualica solo una larva sobrevivid al final de los 10 dias. En los

demads genotipos no se observan diferencias por el tratamiento bacteriano.
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Tabla 8. Tiempo de vida de larvas de S. frugiperda alimentadas con plantas silvestres y domesticadas
de chile con tratamiento de B. cabrialesii TE3". Los valores remarcados en negritas corresponden a
una diferencia significativa (p<0.05) por el tratamiento bacteriano.

Estado dc.:’ Genotipo Tratamiento Tlem}? 0 VIVO
domesticacion (dias)

Control 4.8 0.9

Jalapefo
Bacillus 4.8 £0.9
o Control 6.0 +0.7

Pimiento
_ Bacillus 3.8 +0.7

Domesticado

Control 10.0 0.8

Serrano
Bacillus 5.7 +0.8
, Control 6.3 1.3

Yahualica

Bacillus 3.5+13
] Control 5.0 +1.0

Sinaloa
) Bacillus 6.0 +1.0

Silvestre

g Control 4.0 +0.7
onora Bacillus 5.3 +0.7
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Figura 8. Sobrevivencia de S. frugiperda alimentado exclusivamente con hojas de chiles
silvestres y domesticados con tratamiento de B. cabrialesii TE3" (color rojo) y sin tratamiento
(color azul). En la seccion inferior izquierda se observa el valor de p de la regresion de
supervivencia con riesgos proporcionales de Cox.
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Tabla 9. Resultados de las ANOVAS de dos vias de caracteres de defensa tales como: dias
vivas larvas de S. frugiperda, indice de resistencia la primera hora y a los 10 dias. Se muestras
los resultados muestras los resultados de la ANOVA Genotipo x Tratamiento y Estado de
Domesticacion x Tratamiento para cara caracter analizado. Los resultados resaltados en

negritas representan diferencias significativas (p>0.05).

Fuente de Variacion G.L. S.C. F p
” Genotipo 5 61.667 3.2768 0.01

g Tratamiento 1 30.083 7.9926 0.007
T‘f § Genotipo x Tratamiento 5 36.416667  1.9351 0.11
©E Estado de Domesticacion 1 8.333333 1.6579 0.20
g Tratamiento 1 30.083333  5.9849  0.01
Est. Domesticacion x Tratamiento 1 4.083333 0.8124 0.37
g Genotipo 5 0.6148932 26336 0.03
o = Tratamiento 1 0.1546459 33117 0.62
3 _Es Genotipo x Tratamiento 5 0.1645443  0.7047 0.62
’—§ ;G: Estado de Domesticacion 1 0.02609 0.4761 0.49
= %2 |Tratamiento 1 0.154646  2.8223  0.10
2 Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.023455 0.4281 0.51

8 Genotipo 5 61968951 1308058 <0.0001

© 2 Tratamiento 1 1024 0.0108 0.91
g E, Genotipo x Tratamiento 5 397843 0.8398 0.52
'—é % Estado de Domesticacion 1 0.05927 2.9012 0.09
™ 2 |Tratamiento 1 0.038715  1.8951  0.17
§ Est. Domesticacion x Tratamiento 1 0.025174 1.2322 0.27
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3.5 Colonizacion endofita

De acuerdo con los resultados de las PCR mostrados en los geles de agarosa (Figura 9)
no se detectd la presencia del ADN de la bacteria en ninguno de los genotipos utilizados,
independiente de su estado de domesticacion. Este resultado sugiere que B. cabrialesii TE3" no
logré establecer una colonizacidon endoéfita en esta especie. La colonizacion se tendria que ver

con una franja blanca similar a la vista en los carriles TE3" (Figura 9).

Pimiento Jalapeno Sonora

4
c2 c3 Bl B2 3 i (= c3 Bl B2 3 c2 c3 BL B2 B TES

Serrano Yahualica Sinaloa

c1 c2 c3 BL B2 T L ca  a c3 BL

B2
c2 c3 Bl B2

Figura 9. Resultado de la amplificacion de un marcador especifico para B. cabrialesii TE3.
Se muestran los resultados para los 4 genotipos domesticados (izquierda y centro) y los 2
genotipos silvestres (derecha). En cada gel se muestra: (L) Escalera comercial de 1k pares de
base; (C1, C2, C3) es ADN en plantas del tratamiento control; (B1, B2, B3) es ADN de plantas
inoculadas con la bacteria; el carril (TE3") es ADN purificado de B. cabrialesii TE3'. Todas
las pruebas se realizaron en gel de agarosa 1.5% con 85 v por 40 minutos.
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Figura 10. Plantas de chile a los 60 dias desde el inicio del tratamiento. En cada fotografia se
observa el tratamiento control a la izquierda (marcado con un liston blanco) y el tratamiento
con B. cabrialesii TE3" a la derecha (marcado con un listo rojo). Las fotografias de la derecha
y del centro corresponden a chiles domesticados: (A) Pimiento, (B) Serrano, (C) Jalapefio y (D)

Yahualica. Las fotografias de la izquierda corresponden a los genotipos silvestres (E) Sonora y
(F) Sinaloa.
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4. Discusion

Este estudio evalu6 si la domesticacion reduce la habilidad de Capsicum annuum para
interactuar con B. cabrialesii TE3". Los resultados fueron variables entre genotipos. En los
silvestres, solo el genotipo Sinaloa mostr6 incrementos tempranos en crecimiento y contenido
de clorofila, mientras que en los genotipos domesticados (Yahualica y Pimiento) se observaron
reducciones parciales en clorofila y, en Serrano, un aumento en la resistencia a herbivoros. La
biomasa total y el contenido de fenoles no se vieron afectados en ningliin genotipo, lo que
sugiere que la asignacion de biomasa y la produccion de metabolitos primarios y secundarios
no fueron inducidas por la presencia de la bacteria en el suelo (Tabla 3, Figura 2). En conjunto,
la respuesta dependi6é mas del genotipo que del estado silvestre o domesticado, lo que indica

que la domesticacion no reduce de manera uniforme la capacidad de interactuar con bacterias

4.1 Efecto de la domesticacion en la interaccion planta-bacteria

El primer objetivo de este estudio fue determinar si las plantas silvestres de chile responden
mejor a la presencia de B. cabrialesii TE3" en el suelo. La evidencia previa de que las plantas
silvestres favorecen interacciones mas eficientes con microorganismos benéficos se lleva
evaluando desde la década pasada con una serie de resultados bastante diversos (Gutiérrez &
Grillo, 2022). Esta hipotesis tiene como fundamento que la domesticacion modifica genética
y fenotipicamente los cultivares en comparacion a sus parientes silvestres (Pérez-Jaramillo et
al., 2016). En este estudio, se analizaron caracteristicas vinculadas a la accion de PGPB, como
el crecimiento y resistencia vegetal se observd que el estado de domesticacion de C. annuum
no influy6 significativamente cuando se inoculd con B. cabrialesii TE3™.

Spor et al., (2020) demostraron que la diversidad bacteriana es muy similar entre plantas
silvestres y domesticadas de una misma especie, lo que coincide con lo reportado por Wang et

al., (2024) quienes encontraron que el ensamblaje microbiano entre genotipos silvestres y
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domesticados de Capsicum frutescens es semejante en un 75%. En el caso de particular de B.
cabrialesii se ha reportado su presencia en cultivos de chile domesticados (Pawaskar et al.,
2022). Si bien, Spor et al., (2020) mencionan diferencias en el nuimero de UFC provoca la
diferencia entre genotipos, en este estudio se asegurd experimentalmente la presencia de B.
cabrialesii TE3" en la rizosfera

Por su parte, Wang et al., (2024) sefialan que las diferencias funcionales residen mas en la
especializacion metabolica del rizobioma que en las plantas mismas. Las bacterias asociadas a
cultivos domesticados suelen favorecer la productividad, mientras que las de genotipos
silvestres contribuyen mas a la defensa vegetal. Estas mismas diferencias de funcionalidad del
rizobioma fueron exploradas en otras especies en la revision que hace Gutierrez & Grillo (2022)
reforzando la idea de que el efecto de la domesticacion sobre las interacciones planta—
microorganismo es variable entre especies.

La literatura sobre Bacillus subtilis., ancestro evolutivo de B. cabrialesii (Chavez-Luzania
et al., 2022) muestra resultados positivos en plantas de chile domesticadas. Lara-Capistran et
al., (2020) y Gomez-Raymundo et al., (2025) reportaron efectos positivos en el desarrollo
vegetativo por el tratamiento bacteriano, utilizando Pimiento y Serrano respectivamente.
Jaiswal et al. (2020) documentaron que en otras solanaceas domesticadas los beneficios de las
micorrizas se reducen, aunque no desaparecen, lo que sugiere que las plantas domesticadas
pueden mantener cierta capacidad de respuesta a microorganismos benéficos. En conjunto,
estos antecedentes y nuestros resultados indican que la interaccion entre Capsicum y PGPB es
heterogénea e independiente del estado de domesticacion, coincidiendo con lo observado en

este estudio.

4.2 B. cabrialesii en el desarrollo vegetativo y fisiologico

B. cabrialesii TE3" ha sido caracterizada como una PGPB destacada por su capacidad para

incrementar el volumen vegetal en un 20.8% en plantas de trigo, asi como por su produccion
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de indoles (1.4 = 0.1 ppm) y su habilidad para solubilizar fosfatos (43.1 + 1.7%) en pruebas de
laboratorio (Valenzuela-Aragén et al., 2019). En el mismo cultivo, el efecto que tiene B.
cabrialesii TE3T en desarrollo vegetativo es notoriamente positivo, incrementando el tamafio
de la parte aérea y radicular, asi como en el peso seco de las espigas (Robles Montoya et al.,
2020). Sin embargo, estos resultados contrastan con los obtenidos en este estudio (Tabla 4),
donde ni los genotipos silvestres ni los domesticados de C. annuum mostraron diferencias en
biomasa por efecto de la inoculacion.

Diversos estudios (Gémez-Raymundo et al., 2025; Lara-Capistréan et al., 2020; Mendoza-
Alatorre et al., 2024) han reportado efectos mixtos del grupo B. subtilis sobre el desarrollo
vegetal. En general, se observan respuestas ligeramente positivas en biomasa fresca y longitud
de raiz, pero sin diferencias significativas en la biomasa seca ni en el indice de biovolumen.
Estos autores atribuyen los efectos observados a una mayor asimilacion de nutrientes por parte
de la planta, fenémeno que coincide con la actividad metabélica de B. cabrialesii TE3T. No
obstante, en nuestros resultados este efecto no se reflejo estadisticamente, ya que la biomasa
total, aérea y radicular no difiri6 entre tratamientos. Aun asi, en el genotipo silvestre de Sinaloa
se detectd un aumento en la tasa de crecimiento durante los primeros 20 dias (Tabla 1) y un
incremento en el contenido de clorofila en las tres primeras semanas (Figura 3), lo que sugiere
que el efecto de la bacteria puede manifestarse solo en las etapas tempranas de desarrollo.
Werner et al. (2018) atribuyen este patron al equilibrio costo—beneficio de las interacciones
bioldgicas: en plantas jovenes los beneficios de la asociacion superan el costo energético de
mantener el ambiente favorable a las bacterias, pero este balance se reduce conforme la planta
madura.

La clorofila y los fenoles se utilizaron como indicadores de la actividad fisioldgica. En
la prueba de desarrollo de clorofila, solo el genotipo domesticado Pimiento mostré un resultado

significativo (Figura 3), con un aumento continuo en el tratamiento con B. cabrialesii TE3T,
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mientras que las plantas control dejaron de incrementar su contenido En los demés genotipos
no se observaron cambios por la presencia de la bacteria. Sin embargo, en Yahualica y Pimiento
el efecto fue contrario al esperado, con reducciones parciales en la clorofila durante ciertas
semanas. El contenido de fenoles tampoco difirid significativamente en ningin genotipo
(Figura 4), lo cual coincide con lo reportado por Zhang et al. (2024) y Cisternas-Jamet et al.
(2020) al evaluar distintas bacterias en plantas de té y chile respectivamente, se encontrd que
no hay diferencia en la produccién de compuestos fenolicos ni en la clorofila. Liu et al. (2021
explica que esta falta de respuesta puede deberse a diferencias en la relacion nitrégeno-carbono,
ya que las bacterias captan nitrégeno y la planta libera carbono, afectando la produccion de
metabolitos secundarios. De igual manera, Ayala-Zepeda et al. (2024) reportan que B.
cabrialesii TE3" posee genes relacionados con la adquisiciéon de nitrégeno y hierro, lo cual
podria modificar la disponibilidad de estos elementos.

El aumento en la clorofila reportado originalmente por Valenzuela-Aragon et al. (2019) en
trigo a los 60 dias fue solo una tendencia no significativa, lo que coincide con nuestros
resultados al no encontrar diferencias estadisticas, aunque en Yahualica se percibe un ligero
incremento en esa etapa. Mendoza-Alatorre et al. (2024) y Cisternas-Jamet et al. (2020)
reportaron resultados similares en chile, donde la inoculacion con Bacillus spp. no aumento la
clorofila bajo condiciones Optimas de crecimiento. En contraste, Samaniego-Gamez et al.
(2016) por su parte evalia la capacidad fotosintética de otra especie de Capsicum con un
consorcio de Bacillus spp. y encontraron que estas bacterias que aumenta la clorofila a los 145
dias Aunque la capacidad de B. cabrialesii TE3T para adquirir hierro solo se ha descrito a partir
de su genoma, esta podria explicar las reducciones observadas en clorofila, ya que el hierro es
un cofactor esencial para la sintesis de pigmentos fotosintéticos (Taiz et al., 2010). En conjunto,
los efectos positivos se concentraron en las primeras semanas de desarrollo del chile silvestre

de Sinaloa, mientras que en los demds genotipos no se observaron cambios.
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4.3 Caracteristicas reproductivas

La domesticacion del chile se ha centrado en la modificacion del fruto y de los ciclos
reproductivos, por lo que estos rasgos son relevantes para evaluar si B. cabrialesii TE3" tiene
efectos sobre la fenologia y la produccion (Tabla 7). En nuestros resultados, el tratamiento
afect6 la botonacion Unicamente en el genotipo domesticado Pimiento y en la poblacion
silvestre de Sonora, pero con tendencias opuestas: en Pimiento se observd un retraso en la
aparicion de botones, mientras que en Sonora los botones aparecieron de forma adelantada. Al
considerar la floracion, la poblacién de Sonora dejo de mostrar un efecto significativo, pero en
Pimiento el retraso se mantuvo. Las diferencias en fenologia inducidas por PGPB se han
asociado a cambios en fitohormonas y la expresion génica. En Arabidopsis thaliana, por
ejemplo, se ha reportado que bacterias benéficas inducen una floraciéon mas temprana y una
senescencia foliar prematura en comparacion con plantas no inoculadas. (Poupin et al. 2013).
Se explican las diferencias en la fenologia como resultado de los cambios en las fitohormonas
provocado por la expresion de ciertos genes. Esta idea concuerda con lo mencionado por Ayala-
Zepeda et al. (2024) muestran en pruebas de campo que consorcios que incluyen B. cabrialesii
TE3T modifican ciclos fisiologicos mediante la regulacion de genes relacionados con la
produccion de fitohormonas (i.e. giberelinas). En este estudio, una explicacion plausible es que
la interaccidon microbiana altere temporalmente el balance hormonal o la disponibilidad de
nutrientes, provocando tanto retrasos (como en Pimiento) como aceleraciones (como en
Sonora) segun el genotipo y su fisiologia.

Los cambios en la fenologia no siempre implican una ventaja agrondémica; la teoria de la
tasa de vida indica que una aceleracion del metabolismo puede acarrear costos en reproduccion
y longevidad (Metcalfe, 2003). Esto podria explicar por qué, aunque Sonora mostr6 adelanto

en botonacion, muchos botones no llegaron a flores maduras en nuestro experimento. Por otro
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lado, Glick (2012) propone que algunas bacterias, al mejorar el uso de nutrientes, pueden
prolongar la fase vegetativa, lo cual concuerda con la observacion de un aumento sostenido de
clorofila en plantas inoculadas (Figura 3) y con la extension de la etapa de crecimiento
reportada por Souza et al. (2021).

Respecto a la produccion de frutos, estudios previos han mostrado que los efectos de B.
cabrialesii o de consorcios que lo incluyen pueden incrementar la productividad en cultivos
como trigo (Ibarra-Villarreal et al., 2023). No obstante, en nuestros datos el nimero de frutos,
la biomasa fresca y seca total, la biomasa promedio por fruto y la relacién de biomasa de frutos
con la biomasa total no difirieron por el tratamiento (Tabla 7). Esto coincide con informes en
chile donde la biomasa promedio por fruto no cambia con inoculacioén por Bacillus, aunque en
algunos casos aumenta el nimero de frutos cosechados (Gomez-Raymundo et al., 2025;
Gamboa-Angulo et al., 2020). Asimismo, estudios en tomate con B. cabrialesii y en otros
sistemas muestran que el efecto de las PGPB en productividad resulta mas evidente bajo
condiciones de estrés (Masmoudi et al., 2025; Kazerooni et al., 2021; Mendoza-Alatorre et al.,
2024; Zhou et al., 2021).

En conjunto, los resultados indican que B. cabrialesii TE3" puede alterar la fenologia en
genotipos particulares (p. ej. Pimiento) y mostrar efectos tempranos en genotipos silvestres (p.
ej. Sonora), pero que no hay un impacto generalizado sobre la produccién de frutos en

condiciones de cultivo controladas.

4.4 Cambios en la resistencia contra herbivoros

En este trabajo se evalu6 la capacidad de B. cabrialesii TE3T para activar las rutas de
sefializacion asociadas a la resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés Induced
Systemic Resistance). Los resultados mostraron que, en los genotipos silvestres de chile, no
hubo diferencias significativas atribuibles a la accion de la bacteria (Figura 7). Este hallazgo es

congruente con lo reportado por Peird-Nuifio (2021) y Serrano-Mejia et al. (2022), quienes
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senalan que las plantas silvestres, debido a caracteristicas morfologicas como una alta densidad
de tricomas, reducen drasticamente la supervivencia de las larvas de Spodoptera frugiperda.
Estos mismos autores también mencionan que las tasas de consumo de hoja son
estadisticamente distintas entre plantas silvestres y domesticadas, como se observa en nuestros
resultados (Figura 7). En conjunto, estos datos sugieren que, independientemente del
tratamiento bacteriano, las cualidades propias de las plantas silvestres son suficientes para
generar antibiosis frente a los herbivoros.

Por otra parte, las variedades domesticadas, que suelen presentar menor resistencia a los
herbivoros (Peir6-Nufio, 2021), permitieron observar de forma mas clara los efectos del
tratamiento bacteriano. En nuestros resultados, inicamente el genotipo domesticado Serrano
mostro un aumento significativo en la resistencia ante S. frugiperda (Figura 7, Figura 8, Tabla
9). Esta diferencia fue notoria, ya que en la poblacidon control (sin bacteria) todas las larvas
sobrevivieron durante los diez dias del experimento, mientras que en las plantas tratadas con B.
cabrialesii TE3T se observé una mortalidad mas temprana. Este experimento constituye la
primera evidencia in vivo que evalta la influencia de B. cabrialesii TE3" sobre la resistencia a
herbivoros. La funcion defensiva de B. cabrialesii TE3" ya se habia explorado frente a
fitopatogenos, con resultados positivos (Montoya-Martinez et al., 2023; Zhou et al., 2021). De
acuerdo con Ayala-Zepeda et al. (2024), el genoma de B. cabrialesii TE3T contiene los genes
necesarios para activar la ISR en plantas, lo cual apoya que el efecto observado en Serrano
puede tener base molecular. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con fitopatdogenos, los
demas genotipos domesticados no mostraron una respuesta similar frente a herbivoros.
Pennington y Shikano (2024) reportaron un patrén comparable al evaluar B. subtilis QST 713:
la bacteria actu6 eficazmente como agente de control biologico (BCA) contra hongos, pero no

redujo el consumo de hojas por larvas de Spodoptera exigua.
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Walters y Heil (2007) explican que las defensas inducidas por PGPB suelen ser menos
efectivas contra insectos herbivoros que frente a patogenos, debido al mayor costo energético
de mantener mecanismos de antibiosis quimica. No obstante, nuestros resultados de fenoles
(Figura 4) no respaldan esa idea, ya que no se observaron incrementos en la produccioén de
compuestos fenolicos. Aun asi, se aprecia una tendencia general: las poblaciones de herbivoros
alimentadas con plantas inoculadas mostraron una mortalidad ligeramente mas temprana.
Estudios con mayor nimero de réplicas o de mayor duracion podrian aclarar si este efecto

refleja una defensa inducida parcial o un fendmeno transitorio.

4.5 Colonizacion endofita de B. cabrialesii en chile.

Este es el primer estudio que evalua la colonizacion enddfita de B. cabrialesii TE3T en
plantas de chile. Esta bacteria fue aislada originalmente de la rizosfera asociada a plantas de
trigo (Triticum turgidum) (Valenzuela-Aragon et al., 2019), donde se ha demostrado su
capacidad de biocontrol y colonizacion en el tejido foliar de esta misma especie (Villa-
Rodriguez et al., 2019), lo que la clasifica como una bacteria endéfita. Sin embargo, tras la
extraccion y amplificacion de los marcadores moleculares especificos para B. cabrialesii TE3T,
no se encontrd evidencia de que logre colonizar endofiticamente las plantas de chile. Esto
sugiere que los efectos observados en este estudio se deben principalmente a su actividad en la
rizosfera.

El trabajo de Rojas-Padilla et al. (2020) también evalud a B. cabrialesii TE3" como
promotora del crecimiento mediante actividad rizosférica, por lo que se puede inferir que su
principal accion es a través de la liberacion de metabolitos al suelo que son posteriormente
absorbidos por las raices. Ademas del trigo, B. cabrialesii TE3T se ha detectado como endofita

en raices de papa, otra solanacea (Valenzuela-Aragén et al., 2024), lo que sugiere que su
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colonizacion endofita podria estar asociada a tejidos ricos en almidon, los cuales funcionan
como fuente de carbono para el establecimiento bacteriano.

Por otro lado, aunque no se detectd colonizacion endéfita en C. annuum, existen
reportes de otras cepas del grupo B. subtilis que si logran establecerse dentro de los tejidos del
chile, como las cepas ITC-BL14 (Pefia-Yam et al., 2016) y CaB5 (Basheer et al., 2019). Esto
indica que no existe un impedimento general para la colonizacion endofita del género Bacillus
en chile, sino que puede tratarse de una falta de compatibilidad especifica entre B. cabrialesii

TE3'y C. annuum.

4.6 Microbioma del suelo e implicaciones ecologicas.

Durante la realizacion de este proyecto, se puede notar en los resultados que, aunque hay
ciertos datos donde se aprecia un efecto por el tratamiento, la mayoria de los resultados no
exhiben cambios la inoculacidn, independientemente del estado de domesticacion. Esta
situacion acarrea la necesidad de discutir las posibilidades de que no se haya observado cambios
aun teniendo basta literatura a favor del uso de bacterias promotoras del crecimiento del género
Bacillus spp. Lo primero es sobre la compatibilidad de B. cabrialesii TE3" con las genotipos
de C. annuum; B. cabrialesii TE3T es originalmente aislada de una parcela agricola que llevaba
40 anos siendo utilizado para crecer Unicamente trigo (7riticum turgidum) (Valenzuela-Aragon
et al., 2019). La mayoria de los experimentos in vivo de la capacidad de esta bacteria como
promotora de crecimiento se ha realizado en trigo (Ayala-Zepeda et al., 2024; de los Santos
Villalobos et al., 2019; Figueroa-Brambila et al., 2023; Robles Montoya et al., 2020). Los
pocos estudios que han utilizado esta cepa con otras plantas son experimentos in vitro de
biocontrol contra fitopatdgenos aislados de Solanaceas como es el caso de la papa (Valenzuela-
Arag6n et al., 2024) o del chile jalapeiio (Montoya-Martinez et al., 2023), pero sin estar
relacionado con el crecimiento vegetativo. Otras cepas de B. cabrialesii que se han utilizado en

experimentos de crecimientos en otras especies son la cepa BHS en tomate (Zhou et al., 2021),
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la cepa BIK3 en arroz (Kanban et al., 2021) o la cepa MPSK 109 en chile (Payasear et al., 2022).
La cepa TE3" puede no ser totalmente compatible con C. annuum, respaldada por lo publicado
por Pedraza et al. (2020) quienes menciona para que se dé la interaccion de Bacillus spp con la
planta huésped debe haber una especificidad en los exudados que esta provee al ambiente. La
cualidad de generalista de los microorganismo benéficos con las plantas ha sido discutido,
aunque se menciona a las que todos los organismos del suelo pueden colonizar las plantas
(Santoyo et al., 2021; Vandenkoornhuyse et al., 2015), autores como Cordovez et al. (2019),
Gutierrez & Grillo (2022), Hartlova et al. (2011) mencionan que estas relaciones son mas
complejas, ya que se ha demostrado que la afinidad taxondémica y la comunicacion quimica
determina cudles y que cantidad de bacterias pueden crear relaciones mutualistas. Hannula et
al. (2021) mencionan que la practica de los monocultivos prolongados (como los que se ha
expuesto B. cabrialesii TE3T y el trigo) alteran la retroalimentacion que pueda tener esta
bacteria con otras plantas. La comunicacion efectiva planta-bacteria puede estar mediada por
una serie de adaptaciones locales que puede dar indicios de una co-evolucion (Wang et al.,
2024). En nuestro caso, puede que el hecho de que no se haya observado efectos tan marcado
por la bateria puede indicar que aunque B. cabrialesii TE3" tiene accion generalista, estd mas
adaptada para ser una PGPB de trigos.

Otro aspecto que se debe considerar es la accion de una sola bacteria en comparacion a
la de un consorcio de bacterias compatibles. Como sefiala Santoyo et al. (2021), el uso de dos
o mas especies de bacterias o cepas afines puede generar efectos sinérgicos debido a la
compatibilidad y compensacion metabolica entre ellas, lo que resulta en beneficios aditivos a
los que una sola bacteria puede proporcionar. Esta perspectiva se basa en la concepcion del
microbioma como una unidad biolégica funcional, y no simplemente como un conjunto de
bacterias individuales (Vandenkoornhuyse et al., 2015). En el review de Brenner et al. (2008)

se abordan los beneficios funcionales de los consorcios frente a las bacterias individualmente.
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Entre las ventajas se incluye la capacidad de lo metabolitos a ayudar a otras bacterias en
términos nutricionales, el aumento de la actividad enzimatica y la facilitacion de la
comunicacion microorganismo que permite la coordinacion en procesos como degradacion de
sustancias complejas (i.e celulosa o contaminantes). Estudios como los de Ju et al. (2019) o
Sharma et al. (2020) han demostrado que los consorcios (o co-inoculaciones) tienen resultados
mas notables en comparacion a las inoculaciones individuales. El efecto potenciado por la
combinacién de bacterias afines también se evalu6 en B. cabrialesii TE3" donde la forma mas
efectiva de usar esta bacteria es en un consorcio con otras PGPB nativas del valle de Yaqui
tales como Priestia megaterium TRQS8, Bacillus paralicheniformis TRQ6S, y P. megaterium
TSO9 (Robles Montoya et al., 2020). Al comparar los efectos en plantas de trigo, se observa
que la inoculacién tnicamente de B. cabrialesii TE3" (Valenzuela-Aragon et al., 2019) tiene
menor impacto que el del consorcio con bacterias afines a B. cabrialesii TE3" del estudio de
Robles Montoya et al. (2020) (Tabla 5). De manera similar podemos ver en los estudios de
Lara-Capistran et al. (2020), o Gomez-Raymundo et al., (2025) que la accion conjunta de PGPB
con otro elemento como vermicomposta o quitosano (fuentes de carbono para las bacterias)
tienen mejores resultados en el crecimiento vegetal que solamente la bacteria. Si bien los
consorcios tienden a mejorar las cualidades de las PGPB, Sutariati et al. (2022) demostré que
en chiles los beneficios que trae la inoculacion de solo una cepa Bacillus no difiere mucho de
los beneficios con dos o mas bacterias combinadas. Esta situacion nos lleva a razonar que las
condiciones controladas del sustrato no son totalmente comparables con las que pueden ocurrir
en un campo abierto donde interactian mas microorganismos y elementos que afectan la

actividad de las bacterias.
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Tabla 10 . Comparacion de los cambios porcentuales con respecto al control en plantas de trigo
inoculadas con B. cabrialesii TE3"y con un consorcio de bacterias nativas donde se encuentra B.
cabrialesii TE3T

Rasgo Inoculado unicamente con  Inoculado con consorcio de
B. cabrialesii TE3" bacterias afines
Altura del tallo (cm) +5.67% +28.45%
Longitud de raiz (cm) -0.77 % +2591 %
Didmetro del tallo (mm) +72.09 % +46.66 %
Peso seco aéreo (g) +10.00 % +72.00 %
Peso seco raiz (g) +11.11% +60.00 %

Por ultimo, la relacidon costo—beneficio para la planta debe considerarse al interpretar
los resultados. Como se observo, el efecto de B. cabrialesii TE3T fue mas notable en las etapas
tempranas, lo cual concuerda con lo reportado por Werner et al. (2018), quienes sefialan que
los beneficios del mutualismo pueden superar los costos energéticos iniciales, pero tienden a
disminuir conforme la planta madura. Esta reduccion podria deberse a la competencia por
recursos entre la planta y el microbioma. De acuerdo con Jones et al. (2009), los
microorganismos del suelo pueden utilizar hasta 30 % del carbono liberado por las raices,
mientras que Richardson et al. (2009) destacan que las bacterias, aunque favorecen la
solubilizaciéon de nutrientes, también consumen nitrogeno y fosforo. En este estudio se
aplicaron ocho inoculaciones de 1x10° UFC, lo que pudo incrementar la demanda de recursos
y reducir el beneficio neto para la planta. Singh y Wesemael (2022) demostraron que dosis altas
o repetidas de PGPB (1x10® UFC) pueden generar efectos adversos similares. Diversos estudios
indican que estos costos solo se compensan bajo condiciones de estrés. Por ejemplo, Bacillus
spp. ha mostrado efectos positivos bajo déficit hidrico (Mendoza-Alatorre et al., 2024),
presencia de hongos fitopatégenos (Zhou et al., 2021) o suelos salinos y contaminados con
metales pesados (Kazerooni et al., 2021). En estos contextos, las bacterias incrementan la

tolerancia de las plantas, mientras que en condiciones Optimas sus beneficios tienden a ser
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minimos. Kumar et al. (2019) resumen este patréon al senalar que el mutualismo se optimiza
cuando el ambiente justifica el costo metabdlico que implica mantener la asociacion. En nuestro
caso, el experimento se realizd bajo condiciones controladas y sin estrés nutricional o
ambiental, lo que probablemente explica la ausencia de efectos significativos en rasgos como
biomasa o fenoles. Asi, mantener una poblacion bacteriana elevada pudo representar un costo

neto sin beneficios compensatorios.
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5. Conclusiones

Este es el primer estudio que evalua los cambios en la interaccion planta-bacteria que
tienen los cultivares de chiles mexicanos en contraste a poblaciones silvestres utilizando una
bacteria promotora del crecimiento de importancia cientifica y comercial. Si bien, no hubo un
efecto significativo de B. cabrialesii TE3" en todos los rasgos evaluados, podemos apreciar que
los efectos se encuentran en genotipos silvestres y domesticados, sin evidenciar un patrén
diferenciado entre grupos. Debido a la magnitud limitada del efecto observado, los datos
actuales no permiten confirmar ni refutar la hipodtesis planteada. No obstante, los resultados
mas relevantes se observaron principalmente en las primeras etapas del desarrollo vegetativo y
fisiologicos asi como en la resistencia contra herbivoros. Por su parte, no se detectaron efectos
significativos en los frutos de esta especie, resaltando las capacidades y limitaciones de esta

bacteria en plantas de chiles para considerar en los manejos de este cultivo.

5.1 Perspectivas futuras.

En este estudio demuestra que las interacciones plantas-microorganismos son
complejas y se deben considerar una serie de factores bioticos y abidticos. En futuras
investigaciones se propone el uso de consorcios bacterianos para emular un ambiente mas
cercano donde crece o se cultiva esta planta e interactuar multiples microorganismos, utilizar
mayor numero de herbivoros para aclarar los efectos en la tolerancia, donde fue que se vio un
efecto mas notorio, y considerar situaciones de estrés ambiental donde los beneficios

mutualistas podrian ser mas evidentes y relevantes.
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7. Anexos

7.1 Anexo 1: Metodologia para extraccion de ADN en tejido vegetal lignificado.

10.

11.

12.
13.

14.
15.

. Lavar las muestras con agua corriente para eliminar residuos externos.

Sumergir las muestras en soluciéon de hipoclorito al 3% durante 1 minuto y
posteriormente enjugar de 3 a 5 veces (hasta remover los residuos de la solucion de
hipoclorito) con agua destilada estéril.

Guardar nuevamente en congelacion a -80°C.

Con materiales previamente lavados y esterilizados con luz UV por 20 minutos, macerar
manualmente cada muestra de tejido hasta obtener 0.1 g de polvo fino y transferir a
tubos para centrifuga de 2 mL.

Anadir 600 pL de Buffer de lisis [Tris HCI (pH 8.5)-220 mM, NaCl-250 mM, EDTA-
25mM y SDS 0.5% en 50mL de H>O] y mezclar 30 s en vortex a méaxima velocidad.
Incubar las muestras en bafio maria a 65 °C por 35 minutos.

Anadir 350 pL de fenol y mezclar 30 s en vortex a maxima velocidad.

Agregar 150 pL de cloroformo frio (-20 °C) y mezclar 30 s en vortex a maxima
velocidad.

Centrifugar a 13,000 rpm por 30 minutos a 4°C.

Transferir la fase acuosa (aproximadamente 400 puL) a un nuevo tubo de centrifuga de
1.5 mL.

Afadir 1 volumen de cloroformo frio (-20°C) y mezclar 30 s en vortex a maxima
velocidad.

Centrifugar las muestras a 13,000 rpm por 10 minutos.

Transferir la fase acuosa superior a un nuevo tubo de centrifuga y afiadir 0.6 volumenes
de isopropanol frio (-20°C)

Dejar en reposo durante 1 hora en refrigeracion a -20°C

Homogenizar por inversion manual 10 veces y posteriormente centrifugar a 13,000 rpm

por 5 minutos. Descartar el sobrenadante.
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16. Agregar 500 pL de etanol al 70% buscando despegar el pellet de la pared del tubo y

centrifugar a 13,000 rpm por 2 minutos. Descartar el sobrenadante. Este paso se repite

dos veces.

17. Secar las muestras a temperatura ambiente por 10 minutos o hasta que se hayan
evaporado todos los residuos de etanol 70%.

18. Finalmente. resuspender el pellet en 40 pL de agua MQ y se refrigerd en -20°C.
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