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RESUMEN

Una estrategia para reducir el uso de fertilizantes quimicos
y mejorar la absorcién de nutrientes por parte del cultivo es
mediante el uso de bioestimulantes durante la fertilizacion
de las plantas. Aunque es bien conocido que los bioestimu-
lantes microbianos se han utilizado en la agricultura para
optimizar el crecimiento vegetal en frutas y verduras, se
desconoce como estos bioestimulantes mejoran la calidad
del fruto de chile habanero. Asimismo, aunque los niveles de
expresion de genes pertenecientes a la biosintesis de carote-
noides estan directamente relacionados con la acumulaciéon
de carotenoides totales en Capsicum, su regulacién no esta
completamente comprendida en frutos de chile habanero. El
objetivo de este estudio fue evaluar el peso, diametro polar
y didmetro ecuatorial, medir el color, analizar los niveles de
expresion del gen ZDS y cuantificar el contenido de caro-
tenoides totales en frutos maduros de chile habanero de la
variedad Velociraptor fertilizadas con diferentes bioestimu-
lantes microbianos durante su crecimiento en macrotunel.
En particular, la bacteria Priestia megaterium (cepa JAFV4)
mostré un efecto significativo con frutos mas rojos (altos va-
lores a*) con mayor nivel de expresién del gen ZDS, asi como
mayor contenido de carotenoides totales en comparacion a
frutos del tratamiento testigo.

Palabras clave: agricultura protegida, carotenoides, expre-
sion génica, fertilizacion, Priestia megaterium.

ABSTRACT

One strategy to reduce the use of chemical fertilizers and
improve nutrient uptake by crops is through the use of
biostimulants during crop fertilization. Although microbial
biostimulants are well known to be used in agriculture to
optimize plant growth of fruits and vegetables, it is unknown
how these biostimulants improve the quality of habanero
pepper fruit. Furthermore, although the expression levels
of genes belonging to carotenoid biosynthesis are directly
correlated with the accumulation of total carotenoids in
Capsicum, their regulation in habanero pepper fruits is not

fully understood. The objective of this study was to evaluate
the weight, polar and equatorial diameter, measure color,
analyze the expression levels of ZDS gene and quantify
the total carotenoid content in ripe fruits, produced from
habanero pepper plants of the Velociraptor variety, treated
with different microbial biostimulants during their growth in
macrotunnel. In particular, the bacterium Priestia megaterium
(strain JAFV4) showed a significant effect with redder fruits
(high a* values) with a higher ZDS gene expression level, as
well as a higher content of total carotenoids compared to
fruits from the control treatment.

Keywords: Protected agriculture, carotenoids, gene expres-
sion, fertilization, Priestia megaterium.

INTRODUCCION

El chile habanero (Capsicum chinense) es un producto agrico-
la con gran demanda en el mercado nacional e internacional
debido a su agradable olor, picor y sobre todo por su alto
contenido de pigmentos carotenogénicos. Los cambios
de color durante la maduracién del fruto son debido a una
acumulacién en la composicion de carotenoides, y a la diver-
sidad genética entre diferentes variedades de chiles (Ro et
al., 2024). En el contexto agricola, la produccién de cultivos
con elevado contenido en carotenoides ha adquirido gran
relevancia, no solo por sus beneficios nutricionales, sino
también por su aplicabilidad en las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmética (Shanaida et al., 2025). Entre los
cultivos con alto valor funcional, el chile habanero destaca
por su abundante acumulaciéon de estos compuestos, los
cuales confieren su coloracidn caracteristica y propiedades
antioxidantes de interés comercial (Rodriguez-Uribe et al.,
2019). La biosintesis de carotenoides en plantas estd alta-
mente regulada a nivel transcripcional, la expresién de los
genes involucrados en esta via carotenogénica puede verse
modulada por diversos factores ambientales y fisioldgicos
(Cunningham y Gantt, 1998). Dentro de esta ruta metabdlica,
el gen C-caroteno desaturasa (ZDS) desempena un papel
determinante al catalizar la conversién de (-caroteno en
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licopeno, el cual es un precursor clave para producir otros
carotenoides importantes, incluyendo el (3-caroteno y la
capsantina, compuestos esenciales en la fisiologia del chile
habanero (Othman et al., 2014).

Sin embargo, la produccién de chile habanero se rea-
liza principalmente con fertilizacién quimica, actividad que
puede ser ineficiente debido a que gran parte del fertilizante
aplicado se libera al medio ambiente, ocasionado un déficit
de disponibilidad para las plantas (Benbi, 2013). En conse-
cuencia, han surgido métodos alternativos de fertilizacion
orgénica con bioestimulantes microbianos, los cuales son
formulaciones a base de microorganismos benéficos, capaces
de mejorar las propiedades nutritivas de frutas o vegetales al
aumentar laacumulacion de carotenoides y flavonoides (Bas-
lam et al., 2011), asi como el crecimiento vegetal mediante
la solubilizacion de nutrientes (du-Jardin, 2015). Su empleo
ha ganado atencién en la agricultura sostenible debido a su
bajo impacto ambiental y su potencial para incrementar la
calidad nutricional de los cultivos sin recurrir a insumos qui-
micos convencionales (Pérez-Montaio et al., 2014). Hoy en
dia, el uso de estos bioestimulantes microbianos han tenido
efectos positivos en la calidad de frutos en condiciones de
macrotunel (Murillo et al., 2021). El sistema de macrotunel
ofrece un entorno adecuado para analizar los efectos de los
bioestimulantes microbianos en la morfologia del fruto de
chile habanero, aspecto clave para evaluar su impacto en la
calidad del fruto. El aumento en la biomasa del fruto y una
mayor acumulacién de carotenoides podria indicar la efica-
cia de los bioestimulantes en el desarrollo del fruto, lo cual
contribuye a mejorar su calidad comercial y valor nutricional.
El objetivo del presente estudio fue evaluar las caracteristicas
morfoldgicas (peso del fruto, diametro polar y ecuatorial),
intensidad de color (método CIEL*a*b¥*), niveles de expresidon
relativa del gen ZDS ((-caroteno desaturasa), asi como el
contenido de carotenoides totales presentes en frutos ma-
duros producidos de plantas de chile habanero del cultivar
(cv) Velociraptor fertilizadas con diferentes bioestimulantes
microbianos durante su crecimiento en macrotunel.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé en el ciclo productivo 2024-2025 en el
Laboratorio de Diagnéstico Fitosanitario del Campo Experi-
mental Ixtacuaco (CEIXTA) perteneciente al Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
con coordenadas 20°02'35.7"N 97°05'52.5"W, donde se reali-
zaron todas las evaluaciones morfolégicas y moleculares de
los tratamientos.

Establecimiento del macrotiinel

El macrotunel fue construido seguin lo reportado por Adame-
Garcia et al. (2022), con modificaciones. Las dimensiones del
macrotunel fue de 3 m de ancho por 30 m de largo (90 m?)
divido en la mitad a 15 m en forma de “L”, forrado con malla
antiafidos. Dentro del macrotunel se fabricaron dos camas de
produccion con medidas de 90 cm de ancho y 30 cm de altu-
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ra, entre ambas camas se contemplé una distancia entre si de
40 cm de ancho para el andador. Posteriormente, se colocé
acolchado blanco-negro, con un marco de plantaciéon de una
planta cada 25 cm a tresbolillo, con un total de 60 plantas por
cama y dividido a la mitad a 15 m de largo el macrotunel en
forma de “L". Se utilizé un sistema de riego de cuatro salidas
de agua y 30 m de cintilla calibre 6000 para cada cama, co-
nectadas a la linea principal con cuatro valvulas de paso para
controlar el riego del cultivo.

Material vegetal

Se utilizaron semillas de chile habanero cultivar Velociraptor
de la casa comercial Lark Seed International’. Las semillas
germinaron en charolas de plastico utilizando sustrato a base
de musgo de turba y fueron regadas cada segundo dia hasta
lograr su germinacion al cabo de 30 a 45 dias.

Manejo agronémico del cultivo en macrotunel

Las plantulas germinadas con una altura promedio de 8-10
c¢m fueron trasplantadas directamente en cama de produc-
cién bajo condiciones de macrotunel (35 + 4 °C, humedad
relativa del 70 + 5 %, periodo de luz natural). Bajo estas con-
diciones, todas las plantas fueron regadas con 50 mL de agua
destilada cada 5 dias durante los primeros 20 dias. Posterior-
mente, se efectud una fertilizacién quimica al suelo, dirigida
al cuello de la planta, asegurando el completo mojado del
sustrato mediante aplicacion por via “drench” compuesta por
1 g de DAP + 1 g de urea disueltos en 50 mL de agua (DAP
+ urea). Asimismo, se aplico fertilizacion foliar a base de mi-
cronutrientes (2 L ha™ en 200 L de agua; Bayfolan®). Al inicio
de la floracién se siguio aplicando cada 15 dias DAP + urea
y Bayfolan®, sin embargo, también se adicioné Boro/Calcio/
Zinc (2 L ha en 200 L de agua; CaBo Zinc") hasta concluir el
ciclo productivo, con la finalidad de aumentar la floracién y
ayudar en la formacion correcta de los frutos (Jacel-Adame
etal., 2022).

Fertilizacidn con bioestimulantes microbianos en macro-
tanel

Los bioestimulantes microbianos fueron generados y
donados por el Tecnolégico Nacional de México/Instituto
Tecnolégico de Ursulo Galvan. Todos los bioestimulantes
microbianos se ajustaron a una concentracién de 0.4 a 600
nm (OD,,) de espectrometria. La medicién y calibracién de
los bioestimulantes mediante el método OD,, nos permitié
cuantificar la concentracion de microorganismos en una
suspension liquida (Krumm, 2019). La primera aplicacion con
bioestimulantes microbianos se realizé el dia 11 de diciem-
bre del 2024 (6 dias después de la fertilizacion quimica). La
fertilizacion con los diferentes bioestimulantes microbianos
se aplicaron cada 15 dias al suelo via drench con una dosis
de aplicacion de 20 % (v/v). De igual forma, todos los trata-
mientos mantuvieron las mismas condiciones de fertilizacion
y manejo del cultivo en condiciones de macrotunel.
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Disefio experimental

El disefio experimental consistié en 7 tratamientos (Tabla 1):
1 tratamiento control al cual no se aplicé bioestimulantes
microbianos a las plantas (TT), 5 tratamientos con diferentes
bacterias [plantas fertilizadas con Bacillus subtilis (T1), plantas
fertilizadas con Stenotrophomonas sp. (T2), plantas fertiliza-
das con Bacillus wiedmannii (T3), plantas fertilizadas con
Priestia megaterium coédigo JAFV4 (T4) y plantas fertilizadas
con Priestia megaterium cédigo AERM5 (T5)], 1 tratamiento
que consistié en aplicar una mezcla de todas las bacterias
(T6). Se realizé un disefio experimental en bloques com-
pletos al azar con tres repeticiones técnicas distribuidos en
dos camas de produccién bajo condiciones de macrotunel.
Cada cama de produccién estaba formada de tres bloques
que correspondieron a cada tratamiento (7 plantas por
bloque). En cada bloque experimental los bioestimulantes
se aplicaron cada 15 dias al suelo, dirigidos al cuello de la
planta via drench. En total se realizaron 5 aplicaciones con
bioestimulantes microbianos (del 11 de diciembre de 2024
al 1 de marzo de 2025). El dia 10 de marzo de 2025 los frutos
fueron cosechados y se utilizaron 9 frutos al azar por cada
tratamiento y para cada repeticion (total de 27 frutos por
cada tratamiento). Se colectaron frutos de chile habanero sa-
nos, completos y en madurez de consumo, posteriormente,
fueron lavados con detergente comercial y se dejaron secar
a temperatura ambiente para realizar los posteriores andlisis.

Caracterizacion morfoldgica de los frutos

Las variables morfoldgicas de los frutos fueron registradas
durante tres cortes, para tal efecto, se colectaron nueve
frutos al azar por repeticion con la finalidad de evaluar el
peso, didmetro polar y ecuatorial de los frutos. Los pesos en
gramos fueron cuantificados con la ayuda de una balanza
analitica (OHAUS Adventurer®). El didmetro polar (extremo
apical hasta la base del fruto) y ecuatorial (porcion media del
fruto) de los frutos fueron medidos utilizando un calibrador
Vernier (INSIZE 1205-1502E) con una precisién de 0.02 mm.

Medicion del indice de color

El color del pericarpio se medié utilizando tres puntos de
cada cara plana del fruto (cerca del pedunculo, en la parte
central y cerca del apice). Se utilizé un colorimetro portatil
(Linshang LS172) para mediar los valores L*, a* y b*, segun
el espacio de color tridimensional (L*a*b*) establecido por la

Tabla 1. Tratamientos con diferentes bioestimulantes microbianos durante
el crecimiento y maduracién de plantas de chiles habaneros cv. Velociraptor.
Table 1. Treatments with different microbial biostimulants during growth
and ripening of habanero pepper plants cv. Velociraptor.

Tratamiento Bacteria Codigo del
(Bioestimulantes) Bioestimulante

T Testigo =

T1 Bacillus subtilis FDMC1

T2 Stenotrophomonas sp. JAG2

T3 Bacillus wiedmannii JAG3

T4 Priestia megaterium JAFV4

T5 Priestia megaterium AERM5

T6 Conjunto de todas -

Comision Internacional de lluminacién (CIE). Los valores CIE
L* representa el brillo en una escala de unidades de 0 (negro
puro) a —100 (blanco puro); los valores CIE a* representa de
—60 (verde puro) a +60 (rojo puro); y los valores CIE b* repre-
senta de —60 (azul puro) a +60 (amarillo puro). Los valores
a* y b* se utilizaron para calcular el angulo de matiz (H°) y el
croma (C*).

Aislamiento de ARN total y sintesis de ADN complemen-
tario (ADNc)

Se aislé el ARN total a partir del pericarpio de los frutos ma-
duros de chile habanero provenientes de plantas fertilizadas
con diferentes bioestimulantes microbianos bajo condi-
ciones de macrotunel. El aislamiento del ARN total se llevé
a cabo mediante el protocolo CTAB al 2% establecido por
Estrella-Maldonado et al. (2016) con algunas modificaciones.
Las muestras fueron tratadas con ADNasa | libre de ARNasa
para eliminar la contaminacién de ADN gendmico (Thermo
Fisher Scientificc Ambion, Waltham, MA, EE. UU.). La concen-
tracién y pureza del ARN fue cuantificada mediante espec-
trofotometro NanoDrop One® (Thermo Scientific NanoDrop
Technologies) y la calidad fue evaluada mediante electrofo-
resis en gel de agarosa al 1.5 % durante 30 min a 80 V. Para
evitar la degradacién del ARN aislado, las muestras fueron
resguardadas a -80° C. El ADNc fue sintetizado utilizando 200
ng del ARN total y se utiliz6 la enzima transcriptasa inversa
M-MLV segun el protocolo recomendado por el fabricante
(Promega).

Analisis de expresion del gen ZDS mediante RT-qPCR
Para analizar los niveles de expresiéon génica se disefiaron
oligonucleétidos con el software Primer3 desarrollado por
el Instituto Whitehead de Investigacion Biomédica (Tabla
2). La RT-gPCR se realizé en un termociclador con el sistema
de PCR en tiempo real QuantStudio™ 1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EE. UU.) y se utiliz6 el reactivo PowerTrack™
SYBR Green para la deteccidn de sefales. La especificidad y
la precision de las amplificaciones por RT-qPCR para todas
las muestras se confirmaron mediante analisis de curvas de
disociacion. Las reacciones se llevaron a cabo adicionando 1
pL de ADNc (200 ng plI="), 1 pL de cada cebador especifico (5
mM), 5 puL de PowerTrack™ SYBR Green y 2 uL de agua ultra
pura. El gen B-tubulina se utilizé como gen de referencia para
normalizar todos los datos (No. EF495259.1). Las reacciones
de amplificacion se llevaron a cabo bajo el siguiente protoco-
lo: 95 °C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante
30 s, 59 °C durante 30 s (segun la hibridacion especifica de
cada gen) y 72 °C durante 1 min. Los niveles de expresion
relativa (REL) del gen ZDS (No. NM_001324568.1) se calcu-
laron utilizando el método comparativo 2—-AACT (Livak y
Schmittgen, 2001). El analisis de expresion se realizé utilizan-
do tres réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas para cada
réplica bioldgica. Los datos REL del gen ZDS evaluado en los
diferentes tratamientos se sometié a un analisis de varianza
unidireccional (ANOVA) (p < 0,05) mediante una prueba de
Tukey utilizando el software Statgraphics Plus 5.1 (Statistical
Graphics Corp., EE. UU.).
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Tabla 2. Informacién de oligonucleédtidos seleccionados para realizar anélisis mediante RT-qPCR.

Table 2. Information on selected oligonucleotides for RT-qPCR analysis.

Gen Codigo ID Especie

Beta tubulina B-Tub EF495259.1 Capsicum anuumm
GELTEND ZDS NM_001324568.1  Capsicum anuumm
desaturasa

PRIMERS pb °C Referencia
F: GAGGGTGAGTGAGCAGTTC
R: CTTCATCGTCATCTGCTGTC gy @ e @OV
F:TCGGATGAGTTGAGTCTTGTC o0 Wang et al.
R: ACTGAAGCGTGGCAGAATAGA (2024)

Cuantificacion de carotenoides totales

Se utilizo 1 g de pericarpio el cual fue macerado con ayuda
nitrégeno liquido. Al tejido macerado se le adicioné 3 g de
celite y 25 mL de acetona. La suspension fue transferida a
un embudo de separacion de 500 mL el cual contenia 40 mL
de éter de petréleo. Para eliminar la acetona, se afiadié agua
ultra pura lentamente para evitar la formacién de emulsién.
Se distinguieron dos fases: (1) una fase organica compuesta
por éter de petréleo que contenia los carotenoides, y (2) una
fase acuosa constituida por agua y acetona. La fase organica
se transfirid a un matraz aforado para su posterior cuantifica-
cién, mientras que la fase acuosa fue descartada. El conteni-
do de carotenoides de los extractos se determiné mediante
espectrofotometro  NanoDrop One® (Thermo Scientific
NanoDrop Technologies). La lectura de la muestra se llevo a
cabo utilizando de referencia una longitud de onda de 450
nm y se utilizd éter de petréleo como blanco. El célculo del
contenido total de carotenoides fue determinado segun lo
reportado por Wellburn (1994) con modificaciones.

Analisis estadisticos

Los datos se analizaron bajo un diseno completamente
aleatorio. Para todas las variables, se utilizé un andlisis de
varianza (ANOVA) de una via para determinar las diferencias
significativas entre los tratamientos. Se utilizé la prueba de
comparaciones multiples de Tukey para determinar las dife-
rencias significativas entre las medias (p < 0,05) utilizando el
software Statgraphics Plus version 5.1 (Statistical Graphics
Corp., EE. UU.) (http://www.statgraphics.com). Todas las figu-
ras se graficaron utilizando el programa SigmaPlot versién
11.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El uso cepas de bacterias promotoras del crecimiento vegetal
han sido ampliamnet utilizados como bioestimulantes como
una estrategia efectiva para aumentar el rendimiento y la ca-
lidad frutos (Katsenios et al., 2021). En la Figura 1 se aprecian
frutos de chile habanero obtenidos de plantas fertilizadas
con diferentes bioestimulantes microbianos durante su

Figura 1. Frutos de chiles habanero obtenidos de plantas fertilizadas con diferentes bioestimulantes microbianos durante su crecimiento y
maduracion bajo condiciones de macrotunel. TT: sin fertilizacién de bioestimulantes, T1: plantas fertilizadas con Bacillus subtilis, T2: plantas
fertilizadas con Stenotrophomonas sp., T3: plantas fertilizadas con Bacillus wiedmannii, T4: plantas fertilizadas con Priestia megaterium cédigo
JAFV4, T5: plantas fertilizadas con Priestia megaterium codigo AERM5, Té: plantas fertilizadas utilizando un conjunto de todas las bacterias.
Figure 1. Habanero pepper fruits obtained from plants fertilized with different microbial biostimulants, during their growth and ripening
under macrotunnel conditions. TT: without biostimulant fertilization, T1: plants fertilized with Bacillus subtilis, T2: plants fertilized with
Stenotrophomonas sp., T3: plants fertilized with Bacillus wiedmannii, T4: plants fertilized with Priestia megaterium code JAFV4, T5: plants
fertilized with Priestia megaterium code AERM5, T6: plants fertilized using a combination of all the bacteria.
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crecimiento y maduracién bajo condiciones de macrotunel.
Los resultados indicaron que los frutos obtenidos de plantas
sin fertilizacion de bioestimulantes (TT) mostraron pesos
que oscilaron entre 17 y 20 g, seguido de frutos con plantas
fertilizadas con Bacillus subtilis (T1) y Stenotrophomonas sp.
(T2) con pesos de entre 14 a 19 g. Sin embargo, los frutos de
los tratamientos T3 (Bacillus wiedmannii), T5 (Priestia mega-
terium) y T6 (conjunto de todas), mostraron menor peso con
valores que oscilaron entre 10 a 15 g. Interesantemente, los
frutos obtenidos de plantas fertilizadas con Priestia megate-
rium (T4) mostraron mayor peso de entre 18 a 23 g (Figura
2a). Respecto a la longitud, el didametro polar de los frutos
tratados con Stenotrophomonas sp. (T2) y Bacillus wiedmannii
(T3), fueron los mas pequenos al presentar valores de entre
2 a 5 cm. Los frutos de los demas tratamientos (TT, T1, T4-
T6) fueron mas grandes con valores de didametro polar que
oscilaron entre 3.5 a 5.8 cm (Figura 2b). Respecto al didmetro
ecuatorial (con excepcion de los frutos del tratamiento T6),
todos los frutos mostraron valores que oscilaron entre 3 a 4
cm (Figura 2¢). Resultados similares se reporté en plantas de
tomate, indicando que la cepa con Priestia megaterium incre-
mentoé el peso seco de las plantas de tomate, mientras que
las cepas con Bacillus subtilis y Priestia megaterium incremen-
taron el peso medio de fruto por planta en 30.70 %y 26.78 %,
respectivamente, en comparacion con el tratamiento control
(Katsenios etal., 2021).

Hoy en dia, debido a la amplia gama de colores y la
acumulacién de carotenoides en frutos maduros de Capsi-
cum, los estudios recientes se han centrado en cuantificar
indices de color en muchas variedades de chiles habaneros
y establecer una relacién directa con su aporte nutricional
en la alimentacion. En nuestro estudio, la mayoria de los
frutos presentaron valores de luminosidad (valor L*) entre
34 hasta 36, sin embargo, frutos del tratamiento T3 (Bacillus
wiedmannii) y T5 (P. megaterium) su luminosidad fue mayor
(39.6 y 40.1, respectivamente). Ademads, estos mismos frutos
(T3 y T5) presentaron altos valores de croma (C*) (35.18 y
37, respectivamente) y altos valores de su angulo de tono
(Hue), (36.1 y 30.7, respectivamente). Respecto a valores b*
(color amarillo), los frutos del tratamiento T3 y T5 fueron
mas amarillos (21.3 y 18.79, respectivamente), seguido del
tratamiento T2 (Stenotrophomonas sp.). Respecto a valores
a* (color rojo), los frutos mas rojos fueron los fertilizados con
Priestia megaterium (T5 y T4) con valores cercanos a 33.89 y
29.95 respectivamente (Tabla 3). Similarmente, en un estudio
realizado en cuatro especies de Capsicum (Capsicum bac-
catum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens y Capsicum
annuum) determinaron que los frutos maduros mostraban
una luminosidad minima de 29, un color rojo de entre 8 hasta
59, un color amarillo de entre 4 hasta 70, asi como un croma
y tonalidad arriba de 15 (Bhattarai et al., 2024). Por lo anterior,
hipotetizamos que la bacteria Priestia megaterium (T4 y T5)
aumento la disponibilidad del potasio en las plantas fertili-
zadas, lo que a su vez favorecio tanto el desarrollo como la
intensidad del color rojo en los frutos. Este hallazgo adquiere
relevancia frente a un estudio reciente de Wu et al. (2023),
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Figura 2. Peso en gramos (a), didmetro polar (b) y diametro ecuatorial (c) en
frutos de chile habanero provenientes de plantas fertilizadas con diferentes
bioestimulantes microbianos durante su crecimiento y maduracién bajo
condiciones de macrotunel. Letras diferentes y simbolo * indican diferencias
significativas (p<0.05).

Figure 2. Weight (g) (a), polar diameter (b), and equatorial diameter (c)
of habanero pepper fruits obtained from plants fertilized with different
biostimulants, during growth and ripening under macrotunnel conditions.
Different letters and symbol * indicates significant differences (p<0.05).
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Tabla 3. Componentes de color del pericarpio de frutos de chile habanero obtenidos de plantas fertilizadas con diferentes bioestimulantes microbianos
durante su crecimiento y maduracion bajo condiciones de macrotunel.

Table 3. Color components of the pericarp of habanero pepper fruits obtained from plants fertilized with different microbial biostimulants, during their
growth and ripening under macrotunnel conditions.

Tratamientos L3 a* b* C Hue
TT 3393+202a 28.51+£1.02b 1456 £ 1.05a 32.23+098 a 2736 +0.86 a
T 3595+ 1.64a 2747 £ 1.85ab 1465+1.27a 3093+131a 2865+ 1.73 ab
T2 3637+1.17a 2577 £1.57 a 16.92+1.03 b 30.50+1.71a 33.83+1.12c
T3 39.61+2.16 b 273+1.2ab 2130+ 1.22d 35.18+1.76 b 36.18+1.11d
T4 35.07+0.93a 29.95+1.69 ¢ 15.49 + 1.02 ab 31.56+2.07a 27.59+0.48a
T5 40.19+141b 33.88+1.85d 18.79+0.84 c 37.00+2.54b 30.71+£1.27b
T6 3465+ 13a 28.74+239b 1476 £1.17 a 3249+ 1.06a 27.66 £0.87 a

El valor de cada componente es la representacion de la media y su desviacion estandar (+) de nueve frutos.
The value of each component is the representation of the mean and its standard deviation (£) of nine fruits.

quienes aislaron la cepa Priestia megaterium (denominada
NK851), capaz de solubilizar potasio a partir de minerales
como el feldespato potasico. De este modo, la bacteria logré
liberar cantidades significativas de potasio, entre 157 y 222
mg/L, al cabo de 3y 5 dias, respectivamente.

Para comprender el mecanismo regulador del meta-
bolismo de los carotenoides en frutos de chile habanero,
se analizé la expresién del gen ZDS en el pericarpio de
chiles habaneros maduros producidos a partir de plantas
fertilizadas con diferentes bioestimulantes microbianos bajo
condiciones de macrotunel. Los frutos rojos de todos los
tratamientos mostraron expresiéon del gen ZDS, lo cual era
de esperarse debido a que el gen ZDS participa en la via de
biosintesis de carotenoides, especificamente en la conver-
sion de (-caroteno a B-caroteno y licopeno, los cuales son
precursores de varios pigmentos carotenoides, incluyendo el
color naranja y rojo. Como se muestra en la Figura 3, los fru-
tos de chiles habaneros fertilizados con Priestia megaterium
(T4) mostraron los valores mas altos de expresion del gen
ZDS (3.2), el cual fue significativamente mas alto en compa-
racion a los demds tratamientos. Asimismo, con excepcién
de los frutos tratados con Stenotrophomonas sp. (T2), los
demas frutos (T1, T3, T4, T5, T6) mostraron mayores niveles
de expresién del gen ZDS en comparacion al tratamiento
testigo (TT) (Figura 3). En un estudio similar, Kato et al. (2004)
reportaron altos niveles de expresion del gen ZDS en frutos
maduros de chile habanero de coloracién naranja, esta alta
expresion condujo a la acumulacién de xantofilas, debido a
que ZDS forma parte del conjunto de genes que producen
B-B xantofilas. Asimismo, Bouvier et al. (1994), reportd que,
en frutos maduros de chile habanero de color rojo, el nivel de
expresiéon del gen ZDS disminuyd, sugiriendo que esta baja
expresiéon podria deberse a los elevados niveles de expresion
del gen CCS, que conllevan a una elevada acumulacién de
capsantina, principal carotenoide en los chiles rojos.

Los niveles de expresion de los genes involucrados en la
biosintesis de carotenoides estan directamente relacionados
con los altos niveles de acumulacion total de carotenoides en
las diferentes especies de Capsicum (Ha et al., 2007; Ko et al.,
2022).En este sentido, se ha identificado que los carotenoides
presentes en frutos de chiles rojos consisten principalmente
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de capsantina, capsorrubina, B-caroteno, B-criptoxantina,
luteina, zeaxantina, anteraxantina y violaxantina (Mohd et al.,
2019), sinembargo, la capsantina es el carotenoide mas abun-
dante en los frutos rojos de chiles habaneros y representa en
C. chinense el 45% de los carotenoides totales (Ko et al., 2022).
Los resultados de la cuantificacion de carotenoides totales en
frutos maduros de chile habanero seilustran en la Figura 4. El
contenido de carotenoides totales mas alto fue cuantificado
en frutos de chile habanero obtenidos de plantas fertilizadas
con Priestia megaterium (T4 y T5) con valores cercanos a
1207.62 'y 1078.2 ug g™ de peso fresco (PF) respectivamente,
seguido de frutos obtenidos de plantas fertilizadas con Baci-
llus wiedmannii (T3) y frutos del tratamiento T6 (conjunto de
todos los bioestimulantes microbianos), ambos tratamientos
mostraron valores cercanos a 1000 pug g' de PF. Los chiles
obtenidos de plantas fertilizadas con Bacillus subtilis (T1) y
frutos de plantas no fertilizadas (TT), mostraron valores de
900 ug g’ de PF. Respecto a los frutos de plantas fertilizadas
con Stenotrophomonas sp. (T2) mostraron los valores mas
bajos del contenido de carotenoides totales (741.52 pg g
de PF) (Figura 4). En frutos maduros rojos de C. annuum el
contenido total de carotenoides es de 3211 mg/100 g de
peso seco (PS) (Deli et al., 1992). Sin embargo, la composicién
de carotenoides se ve alterada conforme el fruto madura,
por ejemplo, en chiles rojos, los principales carotenoides
fueron capsantina (35%), B-caroteno (11,6%) y violaxantina
(10%) (Curl, 1962). De igual forma, el contenido total de ca-
rotenoides totales en frutos maduros de chile paprika fue de
994,71 mg 100 g de PS (Deli et al., 2001). Asimismo, frutos de
Capsicum chinense de la variedad roja Aji Dulce, el contenido
de carotenoides totales fue de 1.10 £ 0.24 mg g’ de PSy en
la variedad amarilla Jamaican Yellow el contenido fue de 1.48
+ 0.70 mg g de PS (Guzman et al., 2010). En comparacién a
nuestros resultados, cuantificamos valores entre 900 a 1200
Mg g de PF de carotenoides totales en frutos maduros rojos
de la variedad Velociraptor de Capsicum chinense, lo anterior,
indica una concentracion relativamente alta de carotenoides
en este tipo de fruto. Este alto contenido de carotenoides
en los frutos maduros rojos del cultivar Velociraptor de
Capsicum chinense sugiere que estos frutos podrian contener
compuestos antioxidantes como catequina, acido clorogéni-
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Niveles de Expresion Relativa del gen ZDS

TT ™ T2

T3 T4 T5 T6

Tratamientos

Figura 3. Niveles de expresion relativa del gen ZDS mediante RT-gPCR en frutos de chile
habanero obtenidos de plantas fertilizadas con diferentes bioestimulantes microbianos bajo

condiciones de macrotunel.

Figure 3. Relative expression levels of the ZDS gene by RT-qPCR in habanero pepper fruits
obtained from plants fertilized with different microbial biostimulants under macrotunnel

conditions.

Figura 4. Contenido de carotenoides totales expresado en pg g de peso fresco en frutos
de chile habanero obtenidos de plantas fertilizadas con diferentes bioestimulantes bajo

condiciones de macrotunel.

Figure 4. Total carotenoids content expressed in pug g of fresh weight in habanero pepper
fruits obtained from plants fertilized with different biostimulants under macrotunnel

conditions.

co y ruteina, ademas de que su consumo podria repercutir
benéficamente en la salud humana y en la prevencién de
enfermedades (Oney-Montalvo et al., 2020).

En laagricultura, la bacteria endéfita Priestia megaterium
(anteriormente conocida como Bacillus megaterium), pro-
duce &cidos organicos y enzimas extracelulares que liberan
fésforo al suelo y que no estan disponibles para las plantas,

mejorando asi la absorcion de este nutriente por parte de las
plantas (Sharma et al., 2013). Asimismo, Priestia megaterium
puede contribuir a otras actividades que promueven el
crecimiento de las plantas, como la fijacién de nitrégeno, la
solubilizacién del zinc y la produccion de fitohormonas de
crecimiento vegetal (Dinesh et al., 2018; Saxena et al., 2020).
En plantas de Arabidospis thaliana y Brassica rapa chinensis

) )
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tratadas con Priestia megaterium produjo cantidades signifi-
cativas de la fitohormona auxina, mejorando en gran medida
las partes aéreas y las raices de las plantas durante su cre-
cimiento y desarrollo. Ademas, estas plantas fertilizadas con
Priestia megaterium mostraron una mayor tolerancia bajo
tratamientos de estrés salino y estrés hidrico, sus valores de
perdxido de hidrégeno (H,0,), fuga de electrolitros, prolina 'y
malondialdehido, fueron menores en comparacién a plantas
no tratadas, asi, los datos mostraron que la inoculacién de
las plantas Priestia megaterium disminuyé el dafio por estrés
oxidativo causado por el estrés salino e hidrico (Hwang et
al., 2022). Por lo anterior, los resultados del presente estudio
corroboran que la fertilizacion de las plantas con la bacteria
Priestia megaterium (JAFV4) mejor6 el peso y tamafo de
los frutos, ademds de aumentar la expresion del gen ZDS y
acumular un mayor contenido de carotenoides totales en
comparacién con los demds tratamientos. Esto sugiere que
esta bacteria podria ser un componente beneficioso para el
cultivo de chile habanero, promoviendo un mayor desarrollo
de los frutos.

CONCLUSIONES

En resumen, la fertilizacién con Priestia megaterium (JAFV4)
promovié la produccidn de frutos de chile habanero con una
mayor intensidad de color rojo, evidenciada por un incre-
mento significativo en los valores del parametro a*. De igual
forma, los frutos fertilizados con Priestia megaterium (T4) pre-
sentaron altos niveles de expresiéon del gen ZDS (3.2), valor
que fue significativamente superior en comparacién con los
demas tratamientos. Asimismo, el contenido de carotenoides
totales fue significativamente mayor en frutos provenientes
de plantas fertilizdas con Bacillus wiedmannii (JAG3), P. mega-
terium (JAFV4 y AERM5), asi como en aquellas que recibieron
la mezcla de bioestimulantes (T6).
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