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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la microgravedad simulada en la simbiosis entre
Phaseolus vulgaris y hongos micorrizicos arbusculares, enfocindose en el crecimiento vegetal, la colo-
nizacién radicular y el contenido proteico. La relevancia de este estudio radica en comprender cémo
las plantas podrian adaptarse a entornos espaciales, 1o cual es esencial para el desarrollo de sistemas
agricolas sostenibles en misiones de larga duraciéon. Las plantas fueron cultivadas por 27 dias bajo
condiciones de microgravedad simulada utilizando un clinostato 2D y gravedad terrestre, con y sin
inoculacién de hongos micorrizicos. A través de un analisis microscépico, se observé un aumento en la
colonizacién micorrizica en condiciones de microgravedad simulada, con una mayor presencia de hifas
y vesiculas; lo que indicé un incremento en la actividad simbiética. Asimismo, mediante el método de
Bradford, se registr6 una disminucién significativa en la concentracién proteica de las raices bajo mi-
crogravedad, posiblemente como una adaptacién metabélica frente al estrés. Aunque no se observaron
diferencias significativas en la longitud radicular entre los tratamientos, se identific6 una tendencia a
un menor crecimiento en condiciones de microgravedad, probablemente vinculada a alteraciones hor-
monales. Estos resultados destacan el potencial de optimizar la simbiosis micorrizica en condiciones de
microgravedad simulada para mejorar el crecimiento de cultivos en diversos entornos, con aplicaciones
tanto en la agricultura terrestre como espacial; lo que constituye el primer andlisis de esta simbiosis en
microgravedad simulada en Centroamérica.
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SIMBIOSIS ENTRE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES Y PHASEOLUS VULGARIS BAJO CONDICIONES DE MICROGRAVEDAD SIMULADA:
EVALUACION PRELIMINAR
Maria Nicole Gélvez Bailey et al.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of simulated microgravity on the symbiosis be-
tween Phaseolus vulgaris and arbuscular mycorrhizal fungi, focusing on plant growth, root coloniza-
tion, and protein content. The significance of this study lies in understanding how plants might adapt
to space environments, which is essential for developing sustainable agricultural systems on long-
duration missions. Plants were grown for 27 days under simulated microgravity conditions using a
2D clinostat and terrestrial gravity, with and without mycorrhizal fungi inoculation. Microscopic anal-
ysis revealed an increase in mycorrhizal colonization under simulated microgravity, with a greater
presence of hyphae and vesicles, indicating enhanced symbiotic activity. Additionally, the Bradford
method recorded a significant decrease in root protein concentration under microgravity, possibly as
a metabolic adaptation to stress. Although no significant differences in root length were observed
between treatments, a trend toward reduced growth in microgravity conditions was identified, poten-
tially linked to hormonal alterations. These results highlight the potential for optimizing mycorrhizal
symbiosis in simulated microgravity conditions to improve crop growth in various environments, with
applications in both terrestrial and space agriculture. This study represents the first analysis of this
symbiosis under simulated microgravity in Central America.
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1 Introduccion

Phaseolus vulgaris, comtinmente conocido como frijol, es una leguminosa esencial tanto a nivel agricola
como nutricional debido a su alto contenido en proteinas, fibra, vitaminas y minerales; lo que lo convierte
en un alimento fundamental en diversas dietas alrededor del mundo (Romero-Felix et al., 2023; FIRA,
2022). Con un contenido proteico que oscila entre el 12-15 %, el frijol representa una fuente importante de
nutrientes; especialmente en la dieta de los astronautas durante extensas misiones espaciales, ayudando
a mitigar la pérdida de masa muscular y 6sea provocada por la microgravedad (Erbersdobler et al., 2017).
En este contexto, explorar la viabilidad de cultivar P. vulgaris en entornos espaciales puede ayudar a
desarrollar sistemas agricolas autosostenibles durante misiones de larga duracién.

En entornos espaciales, la microgravedad altera significativamente los procesos bioldgicos de las plantas;
incluyendo la orientacién del crecimiento, la absorcién de agua y nutrientes, y el rendimiento general.
Sin embargo, la interaccién simbiética con hongos micorrizicos arbusculares (AMF) ayuda a mejorar la
absorcion de nutrientes esenciales como fésforo y nitrégeno; y puede ser un componente fundamental
para mitigar los efectos negativos de la microgravedad en el crecimiento vegetal (Baba et al., 2022). Las
AMEF, que se encuentran en mds del 80 % de las plantas vasculares, forman arbtsculos y vesiculas en las
raices; los cuales facilitan el intercambio de nutrientes y suele ser relevante en cultivos agricolas como el
frijol (Carrillo-Saucedo et al., 2022; Honrubia, 2009).

Estudios previos han analizado cémo las condiciones de estrés, como la microgravedad, influyen en la
dindmica de la simbiosis micorrizica y el crecimiento de las plantas. Por ejemplo, en el estudio de Ruiz
Sanchez et al. (2015) se observé que la colonizacién micorrizica sigue promoviendo el desarrollo vegetal,
incluso en condiciones subdptimas como suelos inundados. Otras investigaciones, como la de Hayes et al.
(2014), muestran que hongos como Piriformospora indica pueden incrementar el crecimiento radicular y
mejorar la tolerancia al estrés abiético bajo microgravedad simulada. Sin embargo, queda por investigar
cOémo estas interacciones simbidticas podrian optimizarse en condiciones espaciales para maximizar el
crecimiento y productividad de plantas como el frijol.
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En experimentos terrestres se utiliza un clinostato 2D como andlogo de la microgravedad para sistemas
bioldgicos (Eiermann et al., 2013). Este tipo de rotacién horizontal a través de vectores gravitacionales crea
un cambio continuo en la orientacién, lo que induce un estrés que se asemeja mucho al cambio constante
de orientacién que experimentan los organismos en condiciones de gravedad (Wang et al., 2015). Al rotar
las muestras a lo largo de dos ejes perpendiculares, el clinostato 2D minimiza el efecto de la gravedad
terrestre, lo que proporciona un entorno simulado para estudiar las respuestas gravitacionales en diversos
organismos y procesos bioldgicos (Eiermann et al., 2013), en este caso la relacién simbidtica entre hongos
micorrizicos arbusculares y Phaseolus vulgaris.

La idea de este estudio surgi6 en el contexto de un curso de micologia, con el objetivo de evaluar el
impacto de la microgravedad simulada en la simbiosis entre P. vulgaris (frijol) y hongos micorrizicos ar-
busculares; y determinar su influencia en la colonizacion radicular. La comprensién de estas interacciones
simbiéticas en condiciones de microgravedad simulada es relevante para el desarrollo de sistemas agri-
colas sostenibles en el espacio, ademads de ofrecer conocimientos aplicables a la agricultura en la Tierra;
principalmente en suelos de baja fertilidad o en entornos adversos (Carrillo-Saucedo et al., 2022). Este
estudio busca contribuir a este campo emergente, proporcionando informacién que podria optimizar las
estrategias agricolas tanto en misiones espaciales como en aplicaciones terrestres.

2 Metodologia

2.1 Selecciéon de semillas

Se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus vulgaris) comerciales y se colocaron en agua estéril por 5 min.
Después de este tiempo, se descartaron las semillas que flotaron a la superficie del agua. Se seleccionaron
30 de las semillas que no fueron descartadas y sometieron a un proceso de desinfeccién. Para ello, se
sumergieron en una solucién de cloro al 0.4 % durante 2 minutos, seguido de varios lavados con agua
estéril para eliminar cualquier residuo de cloro (Hayes et al., 2014; Dauzart et al., 2016).

2.2 Pregerminacién de semillas

Luego, las semillas previamente desinfectadas se colocaron en algodén hiimedo dentro de un recipiente
transparente, evitando la saturaciéon del mismo. El recipiente se situé en un invernadero durante 7 dias,
proporcionando una temperatura cdlida y luz indirecta. Durante este periodo, se regaron las semillas una
vez al dia para asegurar una humedad constante.

2.3 Recuento de esporas

Se utiliz6 una solucién stock de esporas micorrizicas que contenia una mezcla de diversas especies, pre-
dominando principalmente Glomus intraradices marca Itapollina (Aegis irriga). Después de homogenizar
esta solucion stock, se tomo una alicuota de 5 L y se colocé en una cdmara de Neubauer. Posteriormen-
te se observé en un microscopio y se realizé el recuento de esporas (Arkhipov, 2016). En el recuento se
identificé una concentracién inicial de esporas de 2.57x107/mL. Se tomé una alicuota de 1 mL de esta
solucién stock y se diluy6 en 49 mL de agua desmineralizada estéril, para alcanzar una concentracién
final de 5.14x10° esporas/mL.

2.4 Inoculacién de plantas

Una vez finalizados los 7 dias de pregerminacion, las raices de 10 plantulas se sumergieron rdpidamente
en agua oxigenada para su desinfeccién. Posteriormente, se remojaron en 100 p:L de la solucién final de
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esporas (~51400 esporas) por 5 horas dentro de una campana de flujo laminar (Hayes et al., 2014; Dauzart
et al., 2016). Tanto las plantas inoculadas, como las no inoculadas, se transfirieron a tubos Falcon estériles
con 20 mL de medio MS; dejando las tapas ligeramente abiertas para permitir el intercambio gaseoso.

2.5 Condiciones de crecimiento

Para evitar la contaminacién y permitir la entrada de luz, se prepar6 un ambiente estéril utilizando una
caja cubierta con plastico transparente. Posteriormente, para simular condiciones de microgravedad, siete
tubos Falcon (tres controles y cuatro inoculados con esporas micorrizicas) se colocaron en un clinostato
2D (VERNE) para simular condiciones de microgravedad y reducir la influencia de la gravedad terres-
tre. Dicho clinostato se oper6 a una velocidad de 10 rpm durante 27 dfas. Simultdneamente, otros siete
tubos (tres controles y cuatro inoculados) se colocaron en el costado del simulador para asegurar que las
muestras estuvieran expuestas a condiciones de vibracion similares (Figura 1). Se monitore6 el crecimien-
to de las raices durante este periodo, y se registraron las mediciones de longitud inicial y final mediante
el software Tracker Video Analysis and Modeling Tool.

E—

Figura 1: Configuraciéon experimental del clinostato 2D y controles. (A) Tubos Falcon con muestras en el simu-
lador de microgravedad. (B) Tubos de control adyacentes al simulador para mantener condiciones similares de
vibracién.

2.6 Analisis microscépico

Pasados los 27 dias, se extrajeron las raices de todas las plantas. Se cortaron en segmentos de 3-5 cm, se
colocaron en una solucién de KOH (10 % p/v) y se calentaron durante 5 min, asegurandose de evitar la
ebullicién. Después de lavar las raices con agua desmineralizada estéril, para eliminar el KOH, se sumer-
gieron en una solucién que contenia azul de lactofenol (5% v/v) y acido acético (5% v/v); calentando
los segmentos nuevamente durante 3 min. Se dejaron enfriar y se destifieron con agua desmineralizada
y unas gotas de la solucién de 4cido acético. Las raices tefiidas se cortaron en segmentos de aproximada-
mente 0.5 mm y se colocaron sobre un portaobjetos con unas gotas de agua. Finalmente, las muestras se
observaron al microscopio 6ptico (LW Scientific) a 40X y 100X, para identificar las estructuras micorrizicas.
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2.7 Cuantificacion mediante el método de Bradford

Para la extraccion de proteinas, se colocaron las raices de las plantulas en un mortero frio, al que se le
afiadieron 50 mL de buffer de extraccion (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, 2-mercaptoetanol 1 mM y EDTA 1 mM).
El tejido se macerd junto con el buffer hasta obtener una mezcla homogénea. Después, se transfirieron 40
mL del extracto a tubos Falcon de 50 mL, asegurando que los tubos estuvieran equilibrados en peso.
Las muestras fueron centrifugadas a 24.000 g durante 20 minutos a 4°C, utilizando una centrifugadora
Eppendorf 5804R. Tras la centrifugacion, se recolectaron 20 mL del sobrenadante en nuevos tubos Falcon
y el extracto se mantuvo en hielo para conservar su integridad. Luego, se agreg6 gradualmente sulfato de
amonio hasta alcanzar una concentracion final del 45 % (p/v), agitando durante 30 minutos para facilitar
la precipitacion de proteinas. Las muestras se centrifugaron nuevamente a 24.000g durante 20 minutos a
4°C. Finalmente, se descart6 el sobrenadante y el pellet resultante se resuspendié en 15 mL de buffer PBS
(Isaacson et al., 2006).

Posterior a la extraccién de proteinas, se prepararon estdndares de albiimina sérica bovina (BSA) utilizan-
do el buffer PBS y el reactivo de Bradford 1X a diferentes concentraciones (0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5
mg/mL, 1 mg/mLy2mg/mL). Por otra parte, las muestras se prepararon agregando 20 pL de la muestra
a analizar y 1 mL de reactivo de Bradford 1X. Tanto los estdndares como las muestras fueron incubados
en condiciones de oscuridad durante cinco minutos. Posteriormente, se midié la absorbancia a 595 nm
empleando un espectrofotémetro UV-Vis marca UNICO (Gold Technologies, 2019).

2.8 Analisis estadistico

Los resultados cuantitativos de este estudio exploratorio consistieron en el anélisis de dos elementos prin-
cipales, la longitud de la raiz y la concentracién promedio de proteinas a partir de extracciones de las
plantulas.

La investigacién fue realizada con 3 y 4 repeticiones, de forma que se analizaron 3 muestras inoculadas
en condiciones de microgravedad simulada, 4 muestras inoculadas en condiciones de gravedad terrestre,
3 muestras no inoculadas en condiciones de microgravedad simulada y 4 muestras no inoculadas en
condiciones de gravedad terrestre. En cuanto a las pruebas empleadas, se utiliz6 la Prueba T de Student,
realizando la distincién entre pareada y no pareada segtn el elemento evaluado. Para la comparacién de
la longitud de raiz antes y después del periodo de crecimiento, es decir 27 dias, se utilizé la Prueba T
pareada. Mientras tanto, la concentracién promedio de proteinas en las muestras se analizé utilizando la
Prueba T no pareada. En ambos casos se utilizé un nivel de confianza del 95 %. Para la manipulacién y
andlisis de datos, se utilizé6 RStudio (versiéon 2024.09.0-375) como interfaz de desarrollo para R (versién
4.4.1, R Foundation for Statistical Computing, 2024).

3 Resultados

Se realiz6 un estudio previo al presente en donde se evalu6 la longitud de las raices inoculadas sometidas
a efectos de gravedad terrestre (Tierra) y microgravedad simulada (MicroG) luego de los 10,12 y 15 dias de
inoculacién con esporas. A través de ello se demostré una disminucién del largo de la raiz a lo largo de los
dias para las plantas sometidas a microgravedad simulada; mientras que aquellas sometidas a gravedad
terrestre present6 una disminucién a los 12 dias y un incremento de longitud a los 15 dias. Como control
se determiné la longitud de la raiz de frijoles sometidos a ambas condiciones, pero sin inoculacién de
esporas.
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Adicionalmente, también se le proporcioné un enfoque a la colonizacién micorrizica para ambas condi-
ciones luego de los 15 dias posterior a la inoculacién. Se determiné a través de las micrografias (Figura 2C
y 2D), un mayor desarrollo de estructuras micorrizicas como esporas e hifas en aquellas plantas sometidas
a efectos de microgravedad, ademds de que bajo estos efectos se observaron estructuras micorrizicas no
identificadas. En las micrografias recolectadas para las plantas sometidas a efectos de gravedad terrestre,
se observé una baja proporcién de esporas e hifas y una ausencia de estructuras micorrizicas.

En este estudio se evalu6 la influencia de la microgravedad simulada y la gravedad terrestre sobre la
colonizacién micorrizica de las raices de P. vulgaris, enfocdndose en tres aspectos: visualizacién de estruc-
turas micorrizicas, concentracién de proteinas y longitud de las raices. Se analizaron las condiciones de
microgravedad simulada y gravedad terrestre, cada una con y sin inoculacién de esporas micorrizicas (I
y SI, respectivamente). Estos pardmetros permitieron evaluar la respuesta diferencial en la colonizacién y
desarrollo radicular bajo estas condiciones contrastantes.

.l"llu Dia de Condicidn Media wciéa Interrale de Desarrallo de raiz en funcidn del tiempo
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Figura 2: resultados preliminares de colonizacién micorrizica y longitud de raiz en condiciones de gravedad te-
rrestre y microgravedad luego de 15 dias de la inoculacién. (A). Estadisticas descriptivas de la longitud de raiz
del frijol bajo ambas condiciones en los dias 10, 12 y 15 después de la inoculacién con esporas (B). Representacién
gréfica del promedio de la longitud de la raiz de frijol bajo ambas condiciones luego de 10, 12, y 15 dias después de
la inoculacién (C). Micrografias de raices de frijol bajo efectos de gravedad terrestre a los 15 dias (D). Micrografias
de raices de frijol bajo efectos de microgravedad simulada los 15 dfas. Las estructuras micorrizicas se marcan de
la siguiente manera (C y D): esporas (E), hifas (H), estructuras micorrizicas no identificadas (M).

El crecimiento de P. vulgaris bajo condiciones de microgravedad simulada mostré diferencias significativas
en varios pardmetros morfol6gicos en comparacion con el grupo control cultivado en gravedad terrestre.
Las micrografias de las raices de P. vulgaris (Figura 3) reflejan diferencias notables en la colonizacion
micorrizica bajo condiciones de microgravedad simulada y gravedad terrestre. En las raices sometidas
a microgravedad simulada (Figura 3B), se observé una mayor abundancia de estructuras micorrizicas,
con presencia de hifas y vesiculas indicativas de una mayor actividad simbidtica en comparacién con las
raices cultivadas bajo gravedad terrestre (Figura 3A). Las vesiculas, estructuras fundamentales para el
intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta, fueron prominentes bajo microgravedad simulada;
mientras que no se identificaron bajo condiciones terrestres. Asimismo, las esporas y las hifas fueron mas
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visibles en las raices expuestas a microgravedad simulada, lo que sugiere un incremento en la colonizacién
micorrizica en estas condiciones.
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Figura 3: Colonizacién micorrizica de P. vulgaris en condiciones de microgravedad simulada y gravedad terrestre
27 dias después de la inoculacién. Las estructuras micorrizicas estdn marcadas de la siguiente manera: esporas (E),
hifas (H) y Vesiculas (V). (A) micrografia de la raiz inoculada de P. vulgaris bajo condiciones de gravedad terrestre.
(B) micrografia de la raiz inoculada de P. vulgaris bajo condiciones de microgravedad simulada.

El andlisis de la concentraciéon de proteinas en las raices de P. vulgaris bajo diferentes condiciones de
gravedad (Figura 4A, Cuadro 1) muestra diferencias significativas entre los tratamientos. En particular,
se observé una diferencia significativa (p <0.05) entre las condiciones de microgravedad simulada con
inoculacién (MicroG I) y sin inoculacién (MicroG SI), asi como entre las condiciones de gravedad terrestre
con inoculacién (Tierra I) y sin inoculacion (Tierra SI). Ademds, también hubo una diferencia significativa
entre las raices bajo microgravedad simulada y gravedad terrestre.

4 Discusion

El principal objetivo de esta investigacion era evaluar el efecto de la microgravedad simulada en la sim-
biosis entre la planta de frijol (P. vulgaris) y hongos micorrizicos arbusculares; comparando su crecimiento,
colonizacién micorrizica y contenido proteico bajo condiciones de microgravedad simulada y gravedad
terrestre.

4.1 Efecto de la microgravedad simulada en la colonizacién micorrizica de P. vulgaris

Se identificé que la simbiosis micorrizica en las plantas expuestas a microgravedad simulada present6é un
desarrollo significativamente mayor en los 27 dias de andlisis en comparacién con las plantas cultivadas
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bajo condiciones de gravedad terrestre (Figura 3). Las micrografias revelan que las raices de frijol culti-
vadas en gravedad terrestre presentan estructuras micorrizicas, como esporas e hifas, aunque en menor
proporcién que bajo microgravedad simulada. En condiciones de microgravedad, se observé una mayor
densidad de esporas y distribucién de hifas, junto con vesiculas intracelulares ovaladas en las células cor-
ticales, lo que indica una adaptacién favorable a la simbiosis micorrizica. Estas vesiculas podrian facilitar
la absorcién de nutrientes, optimizando el crecimiento de Phaseolus vulgaris en entornos de baja gravedad,
como se ha sugerido en estudios previos (Urgiles Gémez et al., 2016; Andrade-Torres, 2010) .

De acuerdo con investigaciones previas, como la de Krzyzanski et al. (2021), bajo condiciones de gravedad
terrestre las vesiculas tienden a formarse en una etapa posterior al desarrollo de otras estructuras de
almacenamiento de nutrientes, como los arbtuisculos; cuya vida media varia entre dos y doce dias. Esto
podria indicar que, en las plantas expuestas a microgravedad simulada, la presencia de estas vesiculas
se debe a una colonizacién completa y acelerada del hongo micorrizico en las raices de frijol; lo cual,
en condiciones de gravedad terrestre, suele tomar aproximadamente seis semanas (Buechel y Bloodnick,
2016). Esto sugiere que la microgravedad simulada favorece el desarrollo de las estructuras simbidticas
de manera mds rapida en comparacién con la gravedad terrestre.

Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con lo esperado, ya que las plantas suelen indu-
cir la simbiosis micorrizica en respuesta a condiciones de estrés; como la microgravedad simulada. Esta
condicién gravitacional puede afectar la eficiencia de la simbiosis micorrizica al influir directamente en la
biosintesis y el transporte de estrigolactonas, compuestos involucrados en la sefializacién inicial de la sim-
biosis micorrizica y en la respuesta a estrés abiético en plantas (Liu et al., 2018; Borghi et al., 2016). Ademas,
se sabe que las estrigolactonas estdn positivamente reguladas por la via de sefializacién de las auxinas,
fitohormonas clave en el crecimiento vegetal (Saeed et al., 2017). La literatura actual constata que la mi-
crogravedad tiene un efecto directo sobre la distribucién y el transporte de auxinas en varias especies de
plantas (Mazars et al., 2014; Baba et al., 2022); 1o que sugiere que la microgravedad simulada podria influir
indirectamente en la produccién y movilidad de las estrigolactonas y facilitar la sefializacién involucrada
en la formacién de la simbiosis micorrizica.

Tabla 1: Estadisticas descriptivas de la concentracién proteica de raiz.

Estadisticas Micro G 1 Micro G SI Tierral Tierra SI
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Media aritmética 0.0289 + 0.00330 0.0482 + 0.00625 0.403 £ 0.00324  0.335 = 0.00722
Desviacién estindar 0.00321 0.00556 0.00371 0.00490
Intervalo de confianza  [0.0228,0.0349]  [0.0376, 0.0587] [0.396, 0.410] [0.326, 0.344]
Coeficiente de variacion 11.1% 11.5% 0.919 % 1.46 %

En la tabla se muestran los resultados de la estadistica descriptiva correspondientes a la concentracién de proteinas en

los extractos de raiz de P. vulgaris bajo diferentes condiciones experimentales. Se realizaron tres réplicas por cada muestra.
Los datos incluyen los resultados de plantas inoculadas (I) y no inoculadas (SI), tanto en condiciones de microgravedad
simulada (MicroG) como en gravedad terrestre (Tierra). El limite de deteccién (LOD) fue 0.0193 mg/mL, y el limite de
cuantificacién (LOQ) fue 0.0642 mg/mL.

En el contexto de los resultados obtenidos, la alteracién en la distribucién de auxinas podria explicar
el desarrollo de la simbiosis micorrizica observado en las plantas de frijol sometidas a microgravedad
simulada. Es probable que este cambio haya optimizado la sefializacién entre las raices y los hongos mi-
corrizicos, acelerando el establecimiento de la simbiosis. Ademds, dado que las auxinas regulan diversos
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Figura 4: Efecto de la microgravedad simulada y la gravedad terrestre sobre la concentraciéon de proteinas y la lon-
gitud de las raices de P. vulgaris. (A) Concentraciones de proteinas en cuatro condiciones: microgravedad simulada
(MicroG) y gravedad terrestre (Tierra), con y sin inoculacién de esporas micorrizicas (I y SI, respectivamente). Las
lineas con valores p indican el nivel de diferencia significativa entre las muestras: entre inoculadas y no inoculadas
dentro de cada tipo de gravedad, y p» entre las concentraciones de microgravedad simulada y gravedad terrestre.
(B) Longitud inicial y final de las raices en las cuatro condiciones experimentales. Las lineas representan a los va-
lores p que comparan el crecimiento antes y después dentro de cada condicién, p» compara entre microgravedad
simulada y gravedad terrestre al final de la experimentacién, y p3 compara inoculadas y no inoculadas al final. El
tamafio de muestra (n) se representa en la gréfica. **: p <0.01; *: p <0.05; ns: p >0.05.

aspectos del crecimiento vegetal, su redistribucién en microgravedad podria haber favorecido no solo la
simbiosis; sino también la proliferacién de estructuras micorrizicas, como vesiculas e hifas. Esta hip6tesis
es coherente con las observaciones de las micrografias, donde las raices en microgravedad muestran una
mayor cantidad de esporas e hifas en comparacion con las plantas bajo gravedad terrestre.

Es importante mencionar que, debido a la limitada cantidad de literatura existente sobre la simbiosis mi-
corrizica en condiciones de microgravedad, las interpretaciones de este estudio se basan principalmente
en los datos obtenidos y en comparaciones con estudios en gravedad terrestre. No obstante, los resultados
presentados permiten establecer un punto de partida para futuras investigaciones que busquen explorar
el impacto de la microgravedad en las interacciones planta-hongo y su potencial aplicacién en la agricul-
tura en el espacio.

En el estudio preliminar, a pesar de las diferencias metodolégicas se obtuvo hallazgos similares entre este
y el estudio actual. La duracién del estudio preliminar fue un aspecto clave que vari6 significativamente:
mientras que el estudio preliminar evalué el crecimiento de las plantas durante un periodo de 15 dias,
el estudio actual extendi6 la observacion a 27 dias. Esta ampliacién temporal permitié un andlisis mds
detallado sobre las adaptaciones a largo plazo de P. vulgaris bajo condiciones de microgravedad simulada,
aspecto esencial para comprender mejor el comportamiento simbiético y las posibles aplicaciones de esta
interaccién en ambientes de estrés abidtico como el espacio.

La duracién limitada en el estudio preliminar llevé a resultados parciales, ya que impidi6 la observacién
completa de la colonizacién micorricica en las raices de las plantas de frijol. A pesar de evidenciarse un
incremento en la biomasa radicular y una mayor presencia de esporas bajo microgravedad simulada, estos
resultados reflejaron una simbiosis incompleta, dada la falta de estructuras especializadas como vesiculas
y arbusculos, las cuales son indicativas de una simbiosis plenamente establecida.
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4.2 Efecto de la microgravedad simulada en la concentracién proteica de P. vulgaris

Los resultados obtenidos reflejan diferencias significativas en la concentracion proteica de las raices de P.
vulgaris bajo condiciones de microgravedad simulada y gravedad terrestre, asi como entre plantas inocu-
ladas y no inoculadas (Figura 4A, Cuadro 1). Las plantas cultivadas bajo gravedad terrestre presentaron
concentraciones proteicas més elevadas en comparacién con aquellas expuestas a microgravedad simu-
lada. Esto concuerda con investigaciones previas que sugieren que la microgravedad induce un estado
de estrés abidtico que desvia los recursos metabdlicos de las plantas hacia mecanismos de supervivencia,
lo que afecta la sintesis de proteinas (Kumar et al., 2021). Desde esta perspectiva, se resalta el impacto
positivo de la inoculacién micorrizica bajo condiciones éptimas de crecimiento.

La disminucién en la concentracion proteica en plantas cultivadas bajo condiciones de microgravedad,
tanto inoculadas como no inoculadas, parece estar relacionada con alteraciones fisiol6gicas inducidas por
este entorno. Investigaciones sugieren que la microgravedad impacta significativamente la distribucién de
nutrientes en las plantas, afectando procesos clave como la sintesis de proteinas y el metabolismo celular
(McLoughlin et al., 2020; Yemets et al., 2024). En particular, se ha demostrado que en microgravedad se
altera el tréfico de proteinas a través de las membranas, afectando la sefializacién hormonal y el transporte
de nutrientes esenciales, como las auxinas, que también son cruciales para el desarrollo y la respuesta al
estrés (Mazars et al., 2014; Baba et al., 2022).

Ademas, en condiciones de microgravedad, las plantas suelen activar mecanismos de autofagia como
respuesta de supervivencia celular para degradar y reciclar proteinas y otras macromoléculas dafiadas
o innecesarias bajo condiciones de estrés (McLoughlin ef al., 2020; Yemets et al., 2024). Este proceso de
autofagia podria haber influido en la disminucién de las concentraciones de proteinas observadas en las
plantas expuestas a microgravedad simulada, ya que permite a las plantas reutilizar componentes mole-
culares criticos en un entorno con recursos limitados. Es probable que, ante la restriccién de nutrientes,
las plantas priorizaran la conservaciéon de recursos esenciales mediante la degradacién selectiva de es-
tructuras, lo que las ayudaria a favorecer su supervivencia en el estrés inducido por la microgravedad
simulada.

Por otra parte, algunos autores sugieren que la microgravedad puede provocar tanto efectos beneficiosos
como perjudiciales, dependiendo de la respuesta fisiologica de la planta y la disponibilidad de nutrientes
en el medio de cultivo (Maffei et al., 2024). Aunque, en este caso, los bajos niveles de proteinas observados
podrian sugerir que las condiciones de microgravedad simulada impusieron limitaciones metabdlicas que
afectaron negativamente la capacidad de la planta para realizar una sintesis proteica eficiente (Yemets
et al., 2024). Esto probablemente se increment6 por la escasez de nutrientes esenciales en el medio de
cultivo (McLoughlin et al., 2020). Diversos estudios han demostrado que un entorno enriquecido con
nitrégeno puede contrarrestar estos efectos al mejorar significativamente la concentracién de proteinas en
los cultivos, incluso bajo condiciones de estrés abidtico como la microgravedad simulada (Farooq et al.,
2024). Por lo tanto, optimizar la disponibilidad de nutrientes, particularmente el nitrégeno, en el medio
de cultivo podria ser una buena estrategia para mitigar las restricciones metabdlicas impuestas por la
microgravedad simulada.

Es importante destacar que el protocolo de extracciéon de proteinas empleado en este estudio solo permi-
tié cuantificar las proteinas intracelulares, excluyendo una fraccién significativa del contenido proteico
total de las plantas; especificamente las proteinas de membrana y pared celular. Estas proteinas juegan un
papel fundamental en la estructura y funcién celular, especialmente en la interaccién de la planta con su
entorno y en su adaptacion a condiciones de estrés (Mazars et al., 2014), como las generadas por la micro-
gravedad. Estudios han demostrado que la microgravedad puede alterar la sintesis de estos componentes
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celulares, lo que afecta su produccién y estabilidad; y puede influir en la dindmica del crecimiento y la
respuesta adaptativa de las plantas (Kordyum y Chapman, 2017). Por lo tanto, la falta de cuantificacién
de las proteinas de membrana y pared celular en este estudio podria haber sesgado los resultados finales,
ya que no se incluyé una porcién esencial del contenido proteico.

4.3 Efecto de la microgravedad simulada en el crecimiento de P. vulgaris

Se conoce que la microgravedad afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas al alterar procesos fisiol6-
gicos fundamentales, como la divisién celular y la sefializaciéon hormonal (Paul et al., 2012). La regulacion
de auxinas, que también es importante en el desarrollo de las raices y la formacién de nédulos; se suele
ver alterada en especies como Medicago y Arabidopsis (Wasson et al., 2006). En investigaciones previas, se
ha documentado una reduccién en la divisién celular en las raices bajo microgravedad, lo que provoca
cambios en la morfologia y afecta el crecimiento total de las plantas (Kiss et al., 2019; Dauzart et al., 2016).

En este estudio, no se observaron diferencias significativas en la longitud radicular entre plantas culti-
vadas bajo microgravedad simulada y gravedad terrestre; lo que contrasta con investigaciones previas
que reportan cambios notables en la longitud de las raices en condiciones de microgravedad (Paul et al.,
2012; Dauzart et al., 2016). Sin embargo, la tendencia decreciente en la longitud final bajo condiciones de
microgravedad simulada (Figura 3B) aunque no fue estadisticamente significativa, podria estar relacio-
nada con la alteracién en la distribucién de auxinas, un fenémeno descrito en otras plantas expuestas a
microgravedad (Kiss et al., 2019).

Ademas, la tendencia observada en la grafica también podria estar asociada con las condiciones experi-
mentales. Este estudio se llevé a cabo en un laboratorio didactico, en donde la contaminacién cruzada
con hongos y bacterias es comiin debido a la diversidad de experimentos realizados. En base a esto, es
importante mencionar que se aisl6 e identificé al hongo Fusarium spp. como contaminante en las mues-
tras inoculadas y a mohos ambientales en las no inoculadas; lo que pudo haber afectado negativamente
el crecimiento de las plantas. En condiciones de microgravedad, se ha documentado que Fusarium spp.
incrementa su virulencia (D"Agostino et al., 2022; Totsline et al., 2023); lo que podria haber provocado una
infeccién en las plantas, causando pérdida de tejido vegetal y afectando el crecimiento radicular. Aunque
la diferencia no fue estadisticamente significativa, la infecciéon por Fusarium pudo interferir en la absor-
ciéon de nutrientes y la divisién celular, afectando el desarrollo normal de las raices. Esto podria explicar
la disminucién, aunque no significativa, en la longitud final de las raices expuestas a microgravedad si-
mulada.

Es fundamental realizar mds estudios sobre los efectos de la microgravedad en la fisiologia de las plantas,
especialmente en P. vulgaris, para comprender mejor los mecanismos que estan detrds de estas respues-
tas. También, se podria analizar si la alteracion de la division celular, junto con los cambios hormonales,
desempefia un rol mds complejo en la adaptacién de las plantas a condiciones espaciales. Asimismo, el
control de patégenos como Fusarium es crucial en futuras investigaciones para evitar la interferencia en
estudios que se enfocan principalmente en evaluar el impacto de la microgravedad simulada en el creci-
miento vegetal.

Dada la necesidad de mejorar las condiciones experimentales para reducir la influencia de factores exter-
nos en el crecimiento, la absorciéon de nutrientes y la simbiosis micorrizica; es recomendable implementar
un control con rotacién vertical en futuros estudios. Este control ayudaria a discernir si el crecimiento
observado en microgravedad es efecto de la redistribucién de nutrientes o de la orientacién de la luz, lo
que podria sesgar los resultados de crecimiento radicular y micorrizico. Como se ha identificado previa-
mente, la disposicion espacial puede alterar significativamente la distribucién de nutrientes en medios

FACULTAD DE CIENCIAS ESPACIALES 77



SIMBIOSIS ENTRE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES Y PHASEOLUS VULGARIS BAJO CONDICIONES DE MICROGRAVEDAD SIMULADA:
EVALUACION PRELIMINAR
Maria Nicole Gélvez Bailey et al.

cerrados (Dauzart et al., 2016; Hayes et al., 2014; Sathasivam et al., 2021), lo que destaca la importancia de
este control adicional en estudios de microgravedad simulada.

Ademas, seria util investigar cémo las plantas cultivadas en microgravedad simulada se adaptan al ser
reintroducidas en suelos terrestres, especialmente en contextos agricolas con suelos de baja fertilidad o
condiciones adversas. Estudios previos han demostrado que especies como Arabidopsis thaliana, después
de ser cultivadas en microgravedad en la Estacion Espacial Internacional, presentan adaptaciones signi-
ficativas al ser expuestas nuevamente a la gravedad terrestre; lo cual afecta su orientacion y respuesta
hormonal (Medina et al., 2021). Estas observaciones sugieren que el cultivo en condiciones de microgra-
vedad simulada podria inducir adaptaciones que, al regresar a la Tierra, fortalezcan la eficiencia en su
crecimiento y la simbiosis con hongos micorrizicos. Explorar estos efectos podria ofrecer estrategias no-
vedosas para optimizar la produccién agricola en suelos con escasez de nutrientes, promoviendo una
simbiosis micorrizica mas efectiva.

En contraste al estudio preliminar en comparacién del estudio actual permiti6é un analisis mas exhaustivo
y detallado de la simbiosis en condiciones de microgravedad simulada, logrando observar una coloniza-
cién micorricica mas completa en las raices de P. vulgaris. Se documenté la presencia de vesiculas y otras
estructuras simbiéticas, las cuales sugieren una simbiosis funcional plena bajo dichas condiciones. Estas
estructuras, ademads de facilitar el intercambio de nutrientes, podrian ofrecer una ventaja adaptativa para
las plantas en condiciones de microgravedad, contribuyendo a la resiliencia de los cultivos en entornos
espaciales.

5 Conclusiones

El estudio evalu6 como la microgravedad simulada afecta la simbiosis entre P. vulgaris y hongos micorri-
zicos arbusculares; en donde se observé una mayor colonizacién micorrizica en las raices, con estructuras
hifales, esporas y vesiculas que sugieren una simbiosis completa bajo esta condicién. Estos resultados indi-
can que la microgravedad simulada podria ofrecer ventajas adaptativas al cultivo de frijol, promoviendo
su desarrollo bajo estrés ambiental. Asimismo, en las plantas cultivadas bajo microgravedad simulada
se observ6 una menor concentracion proteica en comparacién con las cultivadas en gravedad terrestre,
lo que sugiere la activacién de mecanismos adaptativos para la conservacién de recursos en condicio-
nes de estrés. Aunque no se encontraron diferencias significativas en la longitud radicular entre ambos
tratamientos, se detecté una tendencia a la reduccién en el crecimiento bajo microgravedad simulada, po-
siblemente debido a la presencia de contaminantes como Fusarium spp. que pudieron afectar el desarrollo
de las plantas.

Esta investigacion constituye el primer anélisis en Guatemala y Centroamérica en emplear un clinostato
bidimensional para simular condiciones de microgravedad y observar la colonizacién por hongos mico-
rrizicos arbusculares en plantas de importancia agricola. Por lo tanto, estos descubrimientos abren nuevas
posibilidades para aplicar la simulacién de microgravedad en la agricultura local, evaluando su efectivi-
dad en otros cultivos de importancia regional en zonas afectadas por estrés ambiental.
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