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BIOLOGIA ESPACIAL

Si, desde los albores de la civilizacion, el ser humano ha mirado hacia arriba y se ha
preguntado qué significado tenian esos millones de estrellas que brillaban en la noche, no
digamos con qué ansiedad se ha interrogado sobre la existencia de vida fuera de la Tierra y cémo
ha estimulado su natural ansia de curiosidad y aventura la posibilidad de salir de nuestro planeta
“a ver qué hay mds alla”. En nuestro tiempo presente hemos tenido la inmensa fortuna de asistir
al comienzo de la plasmacion de estas ansias del conocimiento humano, casi ancestrales, en
algunas realidades, y el objetivo de este articulo es aproximar al lector a una pequefia parte de
los esfuerzos que se estdn realizando, en concreto, en el campo bioldgico.

Ante todo, sin embargo, deberfamos sistematizar y acotar el terreno en el que nos vamos
a mover. Cuando hablamos de “Biologia Espacial” es evidente que estamos considerando a los
seres vivos y a la propia criatura humana situados en un medio ambiente externo a la Tierra.
A partir de este hecho debemos constatar que se suscitan dos grandes preguntas, las cuales
dan lugar a dos tipos de investigaciones bioldgicas muy distintas en sus objetivos cientificos
y en su metodologia. La pregunta ;hay seres vivos fuera de la Tierra? origina la disciplina
denominada “Astrobiologia”, que ha adquirido carta de naturaleza a base de buscar en la tierra
condiciones ambientales raras o extremas debidas a factores fisicos o quimicos (que se supone
que reproducirian o se aproximarian a las condiciones ambientales de otros planetas) e investigar
los organismos que son capaces de colonizar estos ambientes (los denominados “extremoéfilos”).
Por otra parte, la pregunta ;qué les pasa a las criaturas terrestres cuando salen del planeta? origina
toda una variedad multidisciplinar de investigaciones sobre los efectos de un medio ambiente
externo a la Tierra en los organismos terrestres. Estos efectos se estudian con los abordajes y
metodologias que utiliza la Biologia moderna para investigar la respuesta de los seres vivos a
condiciones de estrés y en ellos se centrardn los experimentos que se describen en este articulo.
Debe mencionarse, ademads, en relacion con la supervivencia de organismos terrestres fuera de
nuestro planeta, que se estdn realizando importantes esfuerzos para posibilitar el traslado al
espacio exterior de réplicas a escala de los ecosistemas terrestres, de manera que los organismos
puedan sobrevivir al amparo de instalaciones que, de un modo auténomo y sostenible, sean
capaces de producir nutrientes y de eliminar residuos. Estos son los denominados “Sistemas
de Soporte Vital”, en los que el hombre ocupa el vértice de la pirdmide tréfica. En fin, toda
esta variedad de investigaciones, ya planteadas o sélo imaginadas, nos muestra que el concepto
“Biologia Espacial” es de una enorme complejidad y diversidad.
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Como es bien sabido por su gran impacto en los medios de comunicacion, la Astrobiologia
ha recibido un extraordinario impulso a partir de la decision del Presidente de los Estados Unidos
de América de promover la llegada del hombre a Marte en unas pocas décadas y, como etapa
transitoria, la vuelta a la Luna. Uno de los aspectos mds fascinantes de Marte es la sospecha,
cientificamente fundamentada, de la existencia alli de formas de vida, de modo que se ha
desencadenado una cierta fiebre por obtener los mas diversos datos sobre la naturaleza fisico-
quimica de este planeta y por encontrar en la Tierra algin organismo que fuera compatible con
ella, aunque fuera s6lo parcialmente, todo ello a la espera del hallazgo de algin rastro de actividad
vital en alguna muestra procedente de nuestro planeta vecino. Por su parte, la supervivencia
fuera de la Tierra de organismos terrestres, interesante como un reto fascinante por si solo, es
ademads un requisito imprescindible para llevar a cabo los planes de exploracién de otros planetas
o satélites. Con este objetivo, las principales Agencias Espaciales estdn impulsando fuertemente
el disefio y construccién de Sistemas de Soporte Vital, con objeto de trasladarlos al espacio
e incluso instalarlos en la superficie de Marte o la Luna. No obstante, el desarrollo de estos
sistemas no elimina la necesidad de adaptacion y supervivencia a algunos factores ambientales
dificilmente soslayables fuera de la Tierra, el mds importante de los cuales es la ausencia de
gravedad o, mejor dicho, su presencia en magnitudes inferiores en varios ordenes a la de la
Tierra. Esta es la denominada “Microgravedad”.

GRAVEDAD, MICROGRAVEDAD Y BIOLOGIA

La existencia del vector gravedad es un factor fisico basico y permanente en la Tierra, como
expresion en nuestro planeta de la Ley de la Gravitacion Universal. El vector gravedad ha estado
presente de un modo constante desde la aparicién de la vida y durante los 3500 millones de afios
que han transcurrido de evolucidn bioldgica hasta la actualidad. La gravedad ha modelado nuestro
mundo y ejercido una influencia constante en todos los procesos bioldgicos. Para hacernos una
idea intuitiva de la influencia de la gravedad en nuestra forma de vida, probemos a prescindir de
los conceptos “arriba” y “abajo” e imaginemos por un momento cudntas cosas se alterarian.

La influencia de la gravedad sobre los procesos bioldgicos se ejerce de modo indirecto.
La gravedad es un fendmeno fisico y sus variaciones actdan sobre otros procesos fisicos,
modificdndolos; esto ocurre con la sedimentacion, la flotacion, la conveccién y la presion
hidrostéatica, entre otros muchos procesos. Puesto que las interacciones moleculares en las que
se fundamenta la vida son posibles, precisamente, gracias a la existencia de estos procesos
fisicos, la alteracion de éstos, debida a cambios en el vector gravedad, producird necesariamente
modificaciones significativas en las reacciones bioquimicas.

La investigacion de los efectos de la ausencia de gravedad sobre los seres vivos se planted
por primera vez a comienzos del siglo XX como un problema de ciencia bdsica, sin relacién
con la exploracién espacial. Fue entonces cuando se desarrollaron los primeros “clinostatos”,
unos dispositivos capaces de compensar la fuerza de la gravedad a base de someter al objeto
de experimentacién a un giro a una determinada velocidad angular. Sin embargo, a partir de
los primeros vuelos espaciales se observd que la ausencia de gravedad era el principal factor
diferencial del ambiente existente a bordo de los vehiculos espaciales respecto del ambiente
terrestre; enseguida comenzaron a observarse modificaciones en los seres vivos debidas a este
factor, y cuando se constaté que los efectos sobre el ser humano eran significativos, sobre todo
en términos de masa dsea y muscular, se puso en evidencia que la investigacién bioldgica en
microgravedad era un requisito imprescindible para poder progresar en la presencia humana en
el espacio. A partir de este momento, los clinostatos y otros aparatos que permiten simular la
microgravedad en Tierra, desarrollados posteriormente, adquirieron una nueva relevancia como
elementos auxiliares de la investigacién espacial.
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Asi pues, por primera vez en toda la historia de la evolucidn, el ser humano ha sido capaz,
desde hace unas pocas décadas, de colocarse a si mismo y a otros seres vivos en un ambiente
carente de gravedad y asi sustraerse a este factor fisico que ha modulado su filogenia y su
ontogenia. Si bien los objetivos primordiales de estas investigaciones estdn dirigidos a posibilitar
la adaptacion al medio espacial, o al menos a contrarrestar sus efectos adversos con vistas a
la exploracion extraterrestre, no es menos cierto que estas investigaciones poseen también un
gran valor para la Biologia Fundamental, permitiendo obtener conocimientos bdsicos sobre
los mecanismos de la vida. No es tampoco desdefiable el interés tecnoldgico que presentan
estas investigaciones, desde la construccion de los propios vehiculos espaciales, pasando por
el “hardware” necesario para poder llevar a cabo los experimentos, hasta las soluciones que
es preciso encontrar para los problemas cotidianos, como por ejemplo la necesidad de que los
objetos estén fijados a las paredes del habitdculo espacial y no estén permanentemente flotando,
pero puedan ser facilmente desprendidos de ellas y vueltos a fijar, lo que 1levé al desarrollo del
“velcro”, de utilizacion tan frecuente en nuestra vida diaria en la Tierra.

LA ESTACION ESPACIAL INTERNACIONAL (ISS)

Como se ha comentado, la investigacion bioldgica sobre los efectos de la microgravedad
comenzo casi desde los albores de la exploracién espacial. A lo largo del tiempo transcurrido
desde entonces, el problema mds importante que se han encontrado los investigadores ha sido
poder disponer a bordo del vehiculo espacial de unas condiciones lo mds parecidas posibles
a las del laboratorio de la Tierra para poder disefiar experimentos con abordajes modernos
y metodologias actualizadas. En la préctica, la realizacién de experimentos en el espacio ha
requerido siempre la modificacién de los procedimientos habituales, teniendo que restringir,
por ejemplo, el espacio (sitio) disponible, la liberacion al exterior de sustancias, maxime si
estas son toxicas y/o voldtiles, el personal técnico a cargo del experimento, ya que los tnicos
operadores son los astronautas (cuando el vuelo es tripulado), cuyo programa de trabajo suele
estar saturado y cuya especializacién en métodos cientificos es minima, el requerimiento de
energia, un recurso tecnoldgicamente limitado y econdmicamente muy caro, etc. Por otra
parte, los aparatos cientificos habituales en la Tierra raramente pueden acoplarse en vehiculos
espaciales, necesitando, como minimo, adaptaciones, y lo mds frecuentemente, la construccion
de “hardware” exclusivo, tecnolégicamente muy complejo y extremadamente costoso. A lo largo
de las pasadas décadas ha habido intentos ftiles, pero limitados, de resolver estos problemas,
como las sucesivas estaciones espaciales soviéticas (las “Salyut” y la “Mir”) y el “Spacelab”,
un proyecto conjunto europeo-norteamericano, que volé en numerosas misiones a bordo de
los transbordadores de la NASA y que contenia, entre otros, el mddulo “Biorack”, disefiado
en Europa, en el que se obtuvieron los resultados mds importantes conseguidos hasta la fecha
en el campo de la Biologia Celular y Molecular. En los afios 1980s, primero como respuesta
a la estacion soviética “Mir” y, tras la caida del muro, como un desarrollo multinacional de
esta tecnologia, se disefié y abordd la construccién y ensamblaje de la “Estacion Espacial
Internacional” (ISS por sus siglas en inglés), un intento realmente serio y ambicioso de dotar
a la investigacién espacial de unos medios verdaderamente comparables a los existentes en los
laboratorios terrestres. La ISS, en el momento que se proyectd, fue la iniciativa de cooperacion
multinacional con fines pacificos mds ambiciosa de la historia, e implicé a todas las agencias
espaciales existentes en ese momento en el mundo: la norteamericana, la rusa, la europea, la
japonesa y la canadiense. La construccion y ensamblaje de la ISS ha sufrido un sinnimero de
vicisitudes; de hecho, en el momento actual (2008) deberia estar finalizada y adn no lo estd. El
tragico accidente del trasbordador norteamericano “Columbia” en febrero de 2003, con la muerte
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de sus siete tripulantes, estuvo a punto de dar al traste con el proyecto. En este momento, las
prioridades han cambiado, se han detectado fallos y errores graves en el disefio del proyecto y se
ha rehecho el programa en varias ocasiones, pero, finalmente, la expectativa es que la ISS podra
ser completada y su explotacién cientifica podrd llevarse a cabo, si no segtn todo lo previsto, si
en gran parte, e incluso abrir nuevas perspectivas de investigacion que se han suscitado durante
el largo periodo de su disefio, construcciéon y ensamblaje. Las Tablas 1 y 2 recogen algunos hitos
histéricos de la ISS y algunos datos numéricos de interés, respectivamente. Por su parte, la figura
1 muestra tres recreaciones artisticas de la ISS realizadas por la Agencia Espacial Europea (ESA)
en su proyectada configuracion final (Fig. 1a), en el estado en que se encontraba en octubre de
2.003, cuando se desarroll la “Mision Cervantes” o “Misién Soyuz Espafiola” (Fig. 1b) y en
julio de 2.006, durante la Mision Europea de Larga Duracién “Astrolab” con el transbordador
norteamericano acoplado a la Estacion (Fig. 1c).

1984: El Presidente de los Estados Unidos, Ronald Reagan anuncia la intencién de desarrollar la Estacion
Permanente Freedom.

1988: Acuerdos con las Agencias Canadiense y Europea.
1989: Acuerdo con la Agencia Japonesa.
1993: Firma del Plan de Desarrollo y Ensamblaje de la ISS, ya con Rusia integrada entre los promotores.

20-11-1998: Lanzamiento y puesta en 6rbita del primer mddulo de la ISS: el médulo ruso Zarya

31-10-2000: Primera tripulacion de la ISS: dos cosmonautas rusos (Serguei Krikalev y Yuri Gridzenko) y un
astronauta americano (Bill Shepherd).

07-02-2001: Lanzamiento del laboratorio americano Destiny

01-02-2003: Accidente del transbordador Columbia. Alteracion de los planes de Desarrollo y Ensamblaje de la
1SS

18-10-2003: Lanzamiento de la nave Soyuz 6S con una tripulacién de reemplazo para la ISS (dos astronautas, uno
ruso y un americano) y el astronauta espanol de la ESA Pedro Duque para desarrollar la “Mision
Cervantes”, financiada por Espafa.

26-07-2005: Reanudacién de los vuelos del Transbordador norteamericano. Mision STS-114 del vehiculo
“Discovery”. La ISS puede continuar su construccion.

04-07-2006: Misién STS-121 del transbordador “Discovery”. Se instalan el EMCS y el congelador a -80°C
“Melfi”. Thomas Reiter (ESA) comienza la Misiéon “Astrolab”, de 6 meses. La tripulacién
permanente se establece de nuevo en tres miembros.

07-02-2008: Mision STS-122 (mision de montaje 1E) del transborador “Atlantis”, con dos astronautas europeos,
en la que se instala el Médulo Europeo “Columbus”.
2008: Prevision de puesta en servicio del Vehiculo Automético de Transporte (ATV) “Julio Verne” (Europeo).

2010: Prevision de la finalizacién del ensamblaje de la ISS y fin de la operatividad de los transbordadores
norteamericanos.

Tabla 1. Algunos hitos de la construccion, ensamblaje y actividad de la Estacion Espacial Internacional (ISS)

Asf pues, queda claro que la ISS es esencialmente un laboratorio avanzado (el mejor
dotado que se ha disefiado hasta hoy) para investigar los efectos del ambiente espacial y en
particular de la microgravedad, sobre una gran variedad de sustratos y de procesos bioldgicos y
fisicos. Indudablemente, el objeto mds importante de estudio es el propio ser humano, de modo
que la mayor parte de los recursos se dedican al andlisis de las variaciones fisiologicas que
experimentan los astronautas. El problema de la resistencia del ser humano a las condiciones
del espacio y en particular a la alteracion de la gravedad, dista mucho de estar resuelto y es
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Laboratorios: 6 Inclinacion 6rbita: 51,6°
Ocupantes (capacidad maxima): 7 (*) Espacio habitable: 1200 metros cubicos
Altitud: 335 - 460 km Masa total: 450 toneladas

Plazo de ejecucién inicialmente previsto: de 1998 al

Velocidad: 27720 km/h afio 2004-2005 (*%)

Orbita terrestre: una cada 90 minutos aprox. (15 al dfa) | Vida ttil: minimo 10 afios

Longitud: 108 metros Construccion en 3 fases (70 vuelos)

Anchura: 74 metros Inversion: mds de 20 mil millones de euros

(*) En estos momentos la tripulacién permanente la forman tres astronautas.
(**) Revision del Plazo tras el accidente del “Columbia” (2003): Finalizacién del ensamblaje en 2010.

Tabla 2. Algunos datos numéricos de la ISS

Figura 1. Recreaciones artisticas de la
Estacion Espacial Internacional. a) En su
configuracion final. b) Al tiempo de la
“Mision Cervantes” (octubre de 2003), con
dos naves “Soyuz” acopladas (en posicion
vertical) y una nave “Progress” acoplada
en el extremo, en posicion horizontal. c)
Al tiempo de la mision europea de larga
duracion “Astrolab” (julio de 2006), con
una nave Soyuz y una Progress acopladas,
asi como el transbordador norteamericano
“Discovery”. Fotos: ESA.

un condicionante imprescindible para poder emprender nuevos planes de exploracién espacial
tripulada que exijan vuelos de larga duracion. La investigacion bioldgica sobre otras especies
y modelos experimentales es también de gran importancia por multiples razones: en primer
lugar, como modelos en los que buscar posibles soluciones a problemas que finalmente sean
aplicables al hombre; en segundo lugar, porque el hombre debe ser acompafado por otras
especies en los proyectos de exploracion y eventual colonizacién de otros planetas; ademads, por
el interés intrinseco y bdsico de aumentar nuestros conocimientos sobre los procesos vitales en
las condiciones del estrés gravitatorio, cuya importancia y trascendencia ya se han puesto de
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manifiesto en parrafos precedentes. Por otra parte, siendo la gravedad un fendmeno fisico, la
investigacion en Ciencias Fisicas a bordo de 1a ISS es de una enorme importancia. Aunque escapan
del propdsito de este trabajo y de la especializacion de su autor, no puede dejar de mencionarse la
relevancia de las investigaciones en la ISS sobre dindmica de fluidos, cristalizacién de materiales
(la cristalizacién de proteinas en microgravedad se ha revelado como una aplicacién de enorme
productividad y potencialidad, gracias a los trabajos del investigador espafiol Juan Manuel Garcia
Ruiz), combustion, etc. Finalmente, deben también mencionarse los estudios de Observacion de
la Tierra (efectos del cambio climatico, volcanes, terremotos, huracanes, deforestacion, estudios
atmosféricos, etc., etc.), que utilizan la ISS como observatorio privilegiado y la multitud de
aplicaciones tecnoldgicas, directas o indirectas, con aplicacion terrestre a muy diverso plazo, que
se suscitan de la propia construccién y mantenimiento de la Estacién y de la actividad llevada a
cabo en sus instalaciones.

LOS EFECTOS DE LA MICROGRAVEDAD SOBRE LAS CELULAS

Tras todas las consideraciones de cardcter general que se han hecho hasta aqui, es hora ya
de concretar y de centrarnos en los temas sustanciales de este trabajo. De aqui en adelante vamos
a tratar de Biologia Celular de Plantas y seria conveniente que aborddsemos el tema recapitulando
brevemente algunos datos sobre las alteraciones en las funciones celulares inducidas por la
ausencia de gravedad. Es muy importante investigar estos temas porque los procesos funcionales
que ocurren en las c€lulas de un organismo son la base y la causa del comportamiento fisiolégico
del organismo entero. Por ejemplo, parece demostrado que las alteraciones celulares son
responsables de las perturbaciones fisioldgicas observadas en los astronautas y los animales
de experimentacion durante y tras su permanencia en Orbita. La funciéon de muchos érganos y
sistemas se altera gravemente en condiciones de baja gravedad, dando lugar a pérdidas de fluidos y
electrolitos, osteoporosis, pérdida de masa muscular, respuesta inmune reducida, atrofia cardiaca
y otros sindromes (White y Averner, 2001). Es cierto que no se pueden desdefiar los mecanismos
de integracion a nivel de tejido, de 6rgano, e incluso de organismo completo, que producen que
el todo no sea la mera suma de las partes; un ejemplo interesante a este respecto es el desarrollo
embrionario de la mosca Drosophila, que ocurre con total normalidad en sus aspectos esenciales,
aun cuando se ha demostrado la existencia de alteraciones a nivel celular e incluso de expresion
diferencial de un importante nimero de genes (Marco et al., 1996). En todo caso, la trascendencia
de los estudios de Biologia Espacial a nivel celular es dificilmente discutible.

En la base de todas las alteraciones celulares encontradas en ambiente de baja gravedad se
encuentra el hecho de que las c€lulas eucariéticas son muy sensibles a las fuerzas mecdnicas. En
realidad, la localizacién de los componentes celulares depende de la integridad y organizacién
espacial de la arquitectura citoesquelética, formada por un complejo entramado de fibras y tubos
de tres tipos: microtibulos, microfilamentos y filamentos intermedios, cada uno de los cuales
se caracteriza por su composicion proteica especifica, que origina una estructura peculiar y
también un mecanismo de accién propio. En concreto, se ha demostrado que la microgravedad
altera la estructura y la funcion del citoesqueleto en varios tipos celulares muy distintos entre
si, como los osteoblastos, las células gliales o las células tumorales y también que produce
alteraciones en funciones celulares globales, tales como el metabolismo regulado por hormonas
y la diferenciacién (Infanger et al., 2006). Otros estudios han puesto en evidencia cambios en la
ultraestructura de organulos celulares, como mitocondrias, cloroplastos, reticulo endopldsmico
y aparato de Golgi (Claasen y Spooner, 1994; Kordyum, 1997).
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LA MICROGRAVEDAD Y LAS PLANTAS

Las plantas son probablemente los organismos vivos en los que se manifiesta con mds
evidencia lainfluencia de la gravedad como factor ambiental decisivo. Las plantas son organismos
sésiles, es decir, inmdviles, y su crecimiento estd condicionado por su orientacion espacial, de
acuerdo con los denominados “tropismos”. Entre estos tropismos hay tres que son esenciales: el
fototropismo (orientacion respecto a la luz), el quimiotropismo (orientacion frente a estimulos
originados por caracteristicas peculiares de determinadas moléculas) y el gravitropismo
(orientacidn respecto del vector gravedad). En concreto, el gravitropismo determina que la raiz
crezca hacia abajo (en sentido positivo del vector) y el tallo crezca hacia arriba (en sentido
negativo del vector). La trascendencia del gravitropismo es evidente, puesto que el sentido de
crecimiento de la raiz hace posible la captacion de nutrientes en el suelo por parte de sus érganos
especializados (los pelos absorbentes), mientras que el sentido de crecimiento del tallo capacita
a las hojas para su exposicion a la luz solar y, consiguientemente, para la realizacién de la
fotosintesis. Ciertamente, el gravitropismo interacciona con el quimiotropismo en laraiz y con el
fototropismo en el tallo, pero es una caracteristica fundamental para el maximo aprovechamiento
de las fuentes de nutrientes y de energia.

La ausencia de gravitropismo, o la alteracion del vector gravedad, producen consecuencias
muy evidentes, como el cambio en la direccién del eje de la planta o el aspecto enmarafiado que
presentan los cultivos de plantulas crecidos en ambiente de ausencia de gravedad (Fig. 2).

Figura 2. Diferencias en el crecimiento de pldantulas de la especie Arabidopsis thaliana debidas al
gravitropismo. a: En condiciones control, en la Tierra, con gravedad 1 g, todas las plantulas crecen
alineadas, con los tallos hacia arriba y las raices hacia abajo. b: En condiciones de microgravedad no existe
gravitropismo y, por tanto no hay direccion establecida para el crecimiento de las plantulas, las cuales
crecen en direcciones aleatorias.

El gravitropismo positivo de las raices de las plantas se debe a unas células especializadas
en la recepcion de estimulos mecanicos denominadas estatocitos, que se localizan en el extremo
de la raiz, en una zona llamada columela, que forma parte de la cofia. La especializacién en la
mecanosensibilidad se debe a los estatolitos, que son amiloplastos (es decir, plastidios cargados
de granos de almidén) cuyo movimiento en funcion de la gravedad estimula una cadena de
transduccion de sefiales que termina en el nicleo con la expresion diferencial de determinados
genes y en la generacion de cambios en secreciones hormonales, resultando todo ello en cambios
morfoldégicos de la planta.
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Se ha estudiado con mucho detalle el desencadenamiento de la sefial mecanosensible y
las diversas etapas de la cadena de transduccién de esta sefial. En condiciones de gravedad
control (1 g; la gravedad de la Tierra) la posicién de los estatolitos determina una evidente
polaridad celular: las imagenes de la ultraestructura de los estatocitos muestran con claridad que
los estatolitos aparecen agrupados en el polo de la célula al que apunta el vector gravedad y el
ntcleo de la célula se localiza en el polo opuesto, existiendo un contacto entre la envuelta nuclear
y la membrana plasmadtica. En condiciones de microgravedad, la polarizacién de la célula se
pierde, apareciendo los estatolitos dispersos por todo el territorio celular; el nicleo, aunque no
se desplaza excesivamente, pierde el contacto con la membrana plasmatica y este, precisamente,
es el hecho que desencadena la transduccidn de la sefial (Perbal, 2001). Las etapas de esta cadena
de transduccién comienzan porque el estimulo recibido por la membrana plasmadtica provoca
tensiones en los microfilamentos de actina, que forman parte del citoesqueleto y poseen también
puntos de unién a esta membrana plasmatica; estas tensiones activan canales de iones de calcio
a través de la membrana hacia el interior de la célula, de modo que los iones calcio estimulan la
secrecion diferencial de auxinas, unas hormonas vegetales que tienen un alto poder mitogénico,
es decir, estimulador de la division celular. El efecto final es que, si en condiciones de gravedad
control todas las capas celulares de la raiz poseian un contenido equilibrado en auxinas y, por
tanto, crecian equilibradamente, en condiciones de gravedad alterada, la distribucion de auxinas
en la raiz estd desequilibrada, lo que produce un mayor crecimiento de unas capas de células
respecto a otras y, finalmente, la curvatura de la raiz (Boonsirichai et al., 2002).

Por otra parte, con objeto de evaluar los efectos sobre la expresiéon génica que podia
producir un leve cambio en la percepcion de la gravedad, se realizé un experimento consistente
en germinar semillas en una placa de Petri y, al cabo de algunos dias, cuando las plantulas habian
desarrollado ya raices de unos pocos centimetros de longitud, girar la placa 90° respecto de la
direccién del crecimiento. Un breve periodo de crecimiento en las nuevas condiciones permitié
constatar que las pldntulas habfan reorientado su crecimiento y se habian curvado, buscando
siempre la direccién del vector gravedad. Tras este periodo se analizaron las muestras mediante
la técnica de “microarrays” con objeto de evaluar los genes que se estaban expresando y se
comparé el resultado con el obtenido de plantulas control, a las que no se sometié a ningin
giro. Hasta 150 genes mostraron expresion diferencial entre las pldntulas sometidas al cambio
en su referencia gravitropica respecto de los controles (Moseyko et al., 2002). Este experimento
demuestra hasta qué punto los estimulos mecanicos son importantes en la actividad de las células
vegetales. De hecho, el elevado niimero de genes afectados indica que muchas y muy diversas
funciones celulares son sensibles a las alteraciones en este tipo de estimulos; evidentemente, estas
funciones celulares alteradas resultan en alteraciones mds o menos drasticas en las funciones del
organismo completo.

En la practica se ha demostrado experimentalmente que la alteracion en la direccién del
crecimiento no es el tnico efecto que se observa en las plantas cuando crecen en un ambiente de
gravedad reducida. Otros pardmetros, medidos a nivel bioquimico, celular o fisiolégico, como
la propia morfometria general de la planta, su tasa de crecimiento, la proliferacién celular, el
indice mitdtico, la distribucién de los orgdnulos subcelulares, la regulacién del ciclo celular o
la capacidad reproductiva, han aparecido alterados en diferentes experimentos, respecto de los
correspondientes controles crecidos en las condiciones de gravedad terrestre (Kordyum, 1997).
De importancia particular son los efectos encontrados sobre la capacidad de crecimiento de las
plantas, puesto que si las plantas crecen menos o crecen peor en ausencia de gravedad, su eficacia
como fuente nutritiva en una mision de exploracion espacial de larga duracién queda seriamente
comprometida. Es evidente que el objetivo final de toda esta investigacion es conseguir el cierre
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del ciclo vital de las plantas, es decir, “obtener semillas desde semillas” y ello en proporciones
razonablemente altas y con ejemplares suficientemente robustos y productivos. Para ello es
imprescindible conocer las alteraciones provocadas por la ausencia de gravedad en aquellos
procesos celulares sobre los que se construye el crecimiento y el desarrollo de la planta, entre los
que se encuentran la proliferacion celular y el crecimiento celular.

LA “MISION CERVANTES” (“MISION SOYUZ ESPANOLA”) Y EL EXPERI-
MENTO “ROOT”

La ISS necesita renovar su tripulacion estable con periodicidad. Por otra parte, las
condiciones de seguridad de la tripulacion hacen necesaria la existencia con cardcter permanente
de una nave espacial acoplada a la Estacién en la que los tripulantes puedan escapar y ponerse
a salvo en caso de un accidente de extrema gravedad. Esta funcién la cumplen las naves rusas
“Soyuz” (Fig. 3). Estos vehiculos espaciales, disefiados en los afios 1960s, fueron la segunda
generacioén de cdpsulas tripuladas soviéticas después del “Vostok™, la nave espacial histérica
de Gagarin. A pesar de su antigiiedad, y con ligeros retoques para mejorar su capacidad de
comunicacion, su control y hacer ligeramente mds comoda la ubicacién de los tripulantes, el
“Soyuz” sigue siendo uno de los vehiculos espaciales mds fiables. Su gran limitacion es el espacio
disponible, ya que no puede albergar mas de tres pasajeros, y su capacidad de carga, sobre todo
en el retorno a la Tierra, que se limita a unos 15 kg. Para misiones de aprovisionamiento se
disefaron las naves “Progress”, con la misma estructura de las “Soyuz” pero no tripuladas, que
pueden transportar hasta unos 6.000 kg, pero no son recuperables.

Figura 3. El vehiculo espacial ruso “Soyuz”. Pueden apreciarse
los tres elementos de los que consta: el Mdédulo Orbital, en
la parte delantera, tiene una forma casi esférica, contiene el
equipo necesario para la supervivencia de la tripulacion y es
abandonado en el espacio para su destruccion justo antes de
la reentrada en la atmdsfera. La Capsula de la Tripulacion, en
la parte central, es la tnica parte del vehiculo que regresa a la
Tierra, por lo que va equipada con un escudo térmico y dos
paracaidas, uno primario y otro de emergencia. Tiene forma
de campana y en su interior pueden ir hasta tres tripulantes.
Por dltimo, el Mddulo de Servicio, el segmento trasero, de
tono mds claro, con forma cilindrica, contiene los motores
orbitales y los tanques de combustible. Tras frenar la nave
para volver a la Tierra, se separa de la cdpsula y es destruido
en la atmdsfera. Foto: NASA.

La funcién de las naves “Soyuz” como “bote salvavidas” de la ISS y su vida ttil limitada
a seis meses imponen la necesidad de una misién espacial en estas naves a la Estacién con
esta periodicidad temporal. En la rutina de la construcciéon y mantenimiento de la ISS, las
misiones Soyuz se programaron como una via de reemplazo de tripulaciones y de suministro
de materiales complementaria a las misiones del transbordador espacial norteamericano, que
asumirfa las tareas de mayor magnitud, incluyendo el transporte de todos los médulos de la
Estacion, que se irfan ensamblando sucesivamente. Asi pues, en el afio 2000 se firmé un acuerdo
entre la ESA y la Agencia Espacial Rusa “Rosaviakosmos” (actualmente “Roskosmos”) por
el cual un astronauta europeo ocuparia una plaza en una serie de vuelos “Soyuz” destinados
a reemplazar a dos miembros de la tripulacién de la ISS, permaneceria 10 dias en la Estacion
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realizando experimentacion cientifica en el médulo ruso ‘“Zarya” y volveria a la Tierra en la nave
reemplazada, junto con los dos tripulantes sustituidos. Por su parte la ESA consigui6 de algunos
de sus paises miembros que financiasen los gastos derivados de estas misiones, a cambio de que
el astronauta elegido fuera de su nacionalidad y de prioridad en la seleccién de los experimentos
arealizar. El resultado fue la realizacion, entre 2001 y 2005, de seis “Misiones Soyuz Europeas”,
a saber, “Androméde” (francesa, 2001), “Marco Polo” (italiana, 2002), “Odissea” (belga, 2002),
“Cervantes” (espafiola, 2003), “Delta” (holandesa, 2004) y “Eneide” (italiana, 2005). Un hecho
decisivo en esta historia fue el tragico accidente del transbordador “Columbia”, en febrero de
2.003, que provocd la suspension del programa de vuelos norteamericano y de la construccion
y ensamblaje de la ISS hasta su reanudacion en julio de 2005. Durante ese periodo las misiones
“Soyuz” fueron la tnica via de interaccién con la ISS y la tnica actividad cientifica a bordo de la
Estacion. En junio de 2006 se celebr6 en Toledo un congreso donde se revisaron y se discutieron
los resultados cientificos y las experiencias alcanzadas en estas misiones. Las comunicaciones
presentadas a este congreso se han publicado en larevista “Microgravity Science and Technology”,
y para una visién general mds amplia de las Misiones Soyuz Europeas, véase el articulo de Van
Loon et al. (2007).

En este contexto se desarrollé la “Misién Cervantes” o “Mision Espafiola Soyuz”, en
octubre de 2003, la primera después del accidente del “Columbia”, retrasada seis meses en su
ejecucién por esta causa. En ella participd el astronauta espafiol de la ESA Pedro Duque, que
ejecutd un programa cientifico de 24 experimentos de Biologia, Fisiologia Humana, Ciencias
Fisicas, Observacion de la Tierra y Tecnologia, ademds de un importante programa de actividades
educativas dirigido a divulgar el interés por la investigacion espacial y por la Ciencia en general a
nifios y jovenes, predominantemente espafioles, pertenecientes a diferentes niveles de ensefianza.
Entre los experimentos cientificos, uno de ellos, denominado “Root”, fue disefiado en nuestro
laboratorio con el objetivo de investigar las alteraciones producidas por el ambiente de ausencia
de gravedad en la proliferacién y el crecimiento de las células meristematicas de la raiz de
plantas de la especie modelo Arabidopsis thaliana.

EL DISENO EXPERIMENTAL, LOS PREPARATIVOS DEL EXPERIMENTO
“ROOT” Y SU EJECUCION EN LA ISS

El investigador que prepara un experimento para ser llevado a cabo en un vehiculo espacial,
debe ser consciente, ante todo, de que va a encontrarse con una serie de problemas metodolégicos
y restricciones que no son habituales en el laboratorio terrestre. En primer lugar, el experimento
va a tener lugar en un sitio muy reducido, en el que existen multitud de objetos que no pueden
colocarse en otro sitio; en segundo lugar, el experimento lo va a manipular un astronauta que
ha recibido una preparacién intensisima, pero que no estd especializado en nuestra disciplina
cientifica ni en nuestros métodos experimentales y, ademads, dispone de un tiempo muy corto en
el marco de una agenda extremadamente apretada. Ademas, los recursos energéticos de la nave
espacial son limitados y deben compartirse con otras necesidades, que pueden llegar a ser vitales
y, finalmente (por no ser exhaustivo en exceso) hay que tener muy en cuenta qué productos o
reactivos quimicos se exponen al ambiente de la nave, porque debe evitarse absolutamente la
liberacién de sustancias toxicas volatiles, que podrian poner en riesgo la salud o la vida de la
tripulacion y serian muy dificiles de eliminar. En conclusidn, nuestro experimento debe ser todo
lo automdtico que sea posible y debe llevarse a cabo en un contenedor lo mas herméticamente
cerrado que pueda permitirse.
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La consecucién del objetivo del experimento “Root” exigia el envio de semillas al espacio
para su germinacién en ambiente de microgravedad y el crecimiento de las plantulas durante el
tiempo necesario para disponer de meristemos radicales, los tejidos mas altamente proliferativos
de la raiz. Una vez que las plantulas hubieran crecido, seria necesario preparar las muestras
para el andlisis cuando todavia estuvieran en la ISS, puesto que la vuelta a la Tierra de las
plantas produciria su adaptacién inmediata a la gravedad terrestre y la abolicion de los efectos
producidos por la ausencia de gravedad. Esto significaba la necesidad de fijar las muestras a
bordo de la nave espacial, lo que implicaba el uso de aldehidos, es decir, ponia en juego las
temidas “sustancias toxicas voldtiles” y, por tanto, exigia el confinamiento del experimento en un
recipiente hermético en todo el periodo de su presencia en la nave Soyuz y en la ISS.

Estos problemas se solventaron aplicando dos estrategias metodoldgicas e instrumentales
que habian probado su eficacia en vuelos espaciales anteriores. La primera de ellas fue el
denominado sistema “berlingot-ampolla” desarrollado en el Grupo Cientifico de Biologia y
Medicina Espacial de 1a Universidad “Paul Sabatier”, de Toulouse (Francia) (Tixador et al., 1981)
para el almacenamiento de liquidos y su liberacion a un recipiente de plastico termosellado. La
segunda fue el uso de los dispositivos denominados MAMBA (una sigla en inglés que significa
“sistema motorizado de rotura de ampollas™), desarrollados por la empresa holandesa “Dutch
Space”, justamente para poder producir la liberacién de los liquidos por rotura de las ampollas
que los contenian sin necesidad de abrir el recipiente hermético. Todo esto se comprenderd
mejor observando la Figura 4. En ella mostramos todo el montaje instrumental en las diferentes
fases de su ensamblaje. Las semillas se colocaron adheridas a un papel de filtro y, en la cara
opuesta del papel, se dispusieron dos juegos de 12 ampollas de vidrio cada uno (Fig. 4a). El
juego de la izquierda contenia medio de cultivo, adecuado para la germinacion de las semillas
y el crecimiento de las pldntulas y el de la derecha contenfa una solucion de paraformaldehido
capaz de producir una buena fijacion de los tejidos compatible con una gran variedad de estudios
a microscopia Optica y electrénica. Las ampollas eran, en realidad, tubos capilares en cada uno
de los cuales se introdujeron 30 ul de liquido en vacio, lo que garantizaba que, al romperse el
tubo, el liquido saldria a presion al exterior. El conjunto de semillas y ampollas se introdujo en
unas bolsas de pldstico de doble pared, que se termosellaron (los denominados “berlingots”)
(Fig. 4a).

Los “berlingots” montados se introdujeron en dispositivos “MAMBA?”, a razén de dos por
dispositivo. La rotura de las ampollas se realizaria por medio de unas barras metélicas o levas,
capaces de rotar accionadas por un motor (Fig. 4b, c). El conjunto se introdujo en un contenedor
experimental “Biorack” tipo I/E, capaz de ser herméticamente cerrado y dotado de un conector
eléctrico para operar el motor giratorio interno (Fig. 4d, ). Para la operacién del motor se utilizé
una fuente de alimentacién construida ad hoc (Fig. 4f, g).

Ademads de las pruebas del funcionamiento del sistema realizadas en nuestro laboratorio,
se adiestré a los astronautas (Pedro Duque y su eventual sustituto, el holandés André Kuipers)
en sesiones realizadas en la réplica del mddulo ruso de la ISS ubicada en la “Ciudad de las
Estrellas”, el complejo espacial ruso localizado cerca de Moscu (Fig. 5).

El experimento fue montado y ensamblado en la Universidad “Paul Sabatier” de Toulouse,
con la colaboracién del Dr. Gilbert Gasset en el rellenado de las ampollas de vidrio y en la
preparacion de los “berlingots”. Desde Toulouse, el contenedor experimental vol6 a Moscu via
Paris y desde alli, en un vuelo fletado por la Agencia Espacial Rusa, hasta Baikonur (Kazajistan)
donde se encuentra la base de lanzamiento de naves espaciales rusas, la misma que sirvié durante
décadas al programa espacial de la Unién Soviética y a sus hitos histéricos como la puesta en
orbita del “Vostok™ tripulado por Gagarin, el primer ser humano que orbité la Tierra, en 1961.
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Berlingots (uno dentro y otro fuera )

Motor Giratorio

9

ACTIVATE

Figura 4. Montaje de las muestras bioldgicas tal como fueron enviadas al Espacio (a): “Berlingot” conteniendo un
papel de filtro con las semillas estériles y, en la otra cara, las ampollas de vidrio con medio de cultivo y fijador.
Todo este conjunto se introdujo en un contenedor experimental denominado MAMBA (Motorized Ampoule-Breaker
Assembly) (by c), en concreto dos “Berlingots” por cada contenedor (en b sin montar y en ¢ montados). Para llevar
a cabo la activacion del experimento, se rompieron las ampollas de medio de cultivo mediante el giro de las levas
interiores (se indican con flechas en la imagen b) que activo el motor giratorio. La liberacion del fijador con el fin
de parar el crecimiento tuvo lugar de la misma manera, con la salvedad de que en cada caso las levas que giraron
fueron las de un lado del dispositivo. El ensamblaje de las muestras, las ampollas y el dispositivo eléctrico se
introdujo en un contenedor experimental “Biorack” tipo I/E (d) donde el conjunto quedd herméticamente cerrado
(e). La operacion del motor se hace posible por la conexion del MAMBA a una fuente de alimentacion (f), construida
especificamente para este experimento. El MAMBA recibe corriente eléctrica a través del conector de color azul,
una vez introducido en la fuente de alimentacion (g).

En la base de Baikonur tuvo lugar el sdbado, dia 18 de octubre de 2.003, a las 11:38 horas (hora
local), el lanzamiento de la nave “Soyuz TMA 3”, tripulada por el norteamericano Michael
Foale, el ruso Alexander Kaleri y el espafiol Pedro Duque, con la que daba comienzo la “Misién
Cervantes”. En uno de los escasos huecos libres de la cdpsula, sobre las cabezas de los astronautas,
se ubicaba el contenedor experimental que contenia nuestro experimento “Root”, junto con otros
dos experimentos espaiioles, disefiados por el Prof. Roberto Marco de la Universidad Auténoma
de Madrid, dirigidos a conocer la influencia de la ausencia de gravedad sobre el envejecimiento
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Figura 5. a: El autor con Pedro Duque en la sesion de adiestramiento de los astronautas celebrada en la
“Ciudad de las Estrellas”, cerca de Moscd. b: La réplica del médulo ruso de la ISS en la que se desarrollaron
las sesiones de adiestramiento.

de moscas Drosophila, medido por su capacidad de vuelo, y las variaciones en la expresion
génica inducidas por la adaptacion al ambiente espacial, estudiadas también en Drosophila,
sobre embriones en la fase pupal del desarrollo.

La “Mision Cervantes” y nuestro experimento “Root” se desarrollaron con toda normalidad
seguin el programa previsto (Fig. 6). Las actividades del experimento fueron seguidas por
nosotros en tiempo real desde el Centro Espaiiol de Apoyo a las Operaciones de Usuarios de la
ISS (E-USOC) ubicado entonces en la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Aeronduticos,
en Madrid. A medida que fuimos recibiendo noticias de la ejecucion de las distintas fases de
experimento, fuimos realizando simultineamente un experimento control en nuestro laboratorio,
utilizando los mismos dispositivos y las mismas condiciones que el experimento espacial,
evidentemente con la excepcion de la ausencia de gravedad. La realizacion de este experimento
control era de una importancia crucial, ya que serfa la referencia frente a la cual confrontar los
datos que se obtuvieran de las muestras crecidas en la ISS.

2

Figura 6. a: Lanzamiento del cohete “Soyuz” conteniendo la nave “Soyuz TMA 3” con los astronautas de
la “Mision Cervantes” a bordo, desde la base de Baikonur, el 18 de octubre de 2.003. Foto: F.J. Medina. b:
Pedro Duque y el astronauta norteamericano Michael Foale, en el médulo ruso de la ISS durante la “Misién

Cervantes”. Pedro Duque sostiene los contenedores experimentales de uno de los experimentos esparioles.
Foto: ESA.
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El dia 28 de octubre, Pedro Duque, junto con Yuri Malenchenko y Edward Lu, que habian
tripulado la ISS durante los seis meses anteriores, embarcaron en la nave “Soyuz TMA 2", que
estuvo acoplada a la Estacion durante todo ese periodo, y emprendieron el regreso a la Tierra,
dejando arriba a los dos astronautas que acompafiaron a Pedro en el viaje de ida y a la nave
Soyuz en la que volaron. En el viaje de vuelta embarcaron el contenedor experimental con el
material del experimento “Root” dispuesto para ser analizado. El aterrizaje se produjo con total
normalidad, en las estepas de Kazajistan, a las 8:40 horas (hora local). Desde alli los astronautas
y los materiales experimentales fueron transportados a Moscu, a la Ciudad de las Estrellas,
donde tuvo lugar un emotivo recibimiento. El material experimental nos fue entregado en un
laboratorio improvisado de este complejo espacial ruso donde, en condiciones algo precarias,
procedimos a su apertura y al procesado inicial de las muestras hasta dejarlas en condiciones de
ser transportadas a Madrid.

Como se ha mencionado anteriormente, las plantulas fueron fijadas en vuelo, por lo que
se nos entregaron en los “berlingots” sellados, impregnadas en la solucién de paraformaldehido.
En la Ciudad de las Estrellas se abrieron los “berlingots”, se fotografiaron las muestras y se
transfirieron a un “buffer” fosfato salino, para eliminar el aldehido, y posteriormente se
deshidrataron parcialmente en soluciones progresivamente enriquecidas en etanol hasta el
70%. En esta solucion de alcohol de 70° se realiz6 el transporte a Madrid. Una vez en nuestro
laboratorio, se completé la deshidratacién y se incluyeron las muestras en una resina acrilica,
para posibilitar la realizaciéon de cortes observables a microscopia dptica y electrénica y la
localizacién in situ de proteinas en las estructuras celulares por métodos inmunocitoquimicos.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES DEL EXPERIMENTO “ROOT”

El primer pardmetro estudiado sobre los materiales recuperados del vuelo espacial fue la
medida de la longitud de las pldntulas, que se realizé sobre imdgenes tomadas de las muestras
recién recuperadas y se compard con la del experimento control llevado a cabo en tierra. El
resultado, relativamente sorprendente, fue que las pldntulas crecidas en el espacio presentaban
mayor longitud que las crecidas en tierra (Fig. 7a).

Para indagar en las causas de esta diferente longitud nos fijamos en aquellos tejidos de la
planta que sustentan su crecimiento, caracterizados por la mayor capacidad proliferativa de las
células. Estos tejidos son los meristemos y, en particular, nos fijamos en el mayor de ellos, el tejido
meristemdtico de la raiz, localizado en su zona terminal. Para su estudio, sobre el material fijado
e incluido, realizamos cortes “semifinos”, de 2 um de grosor, que observamos al microscopio
optico (Fig. 7b). Sobre estos cortes se realizaron medidas de pardmetros significativos para
evaluar la tasa de proliferacioén y de crecimiento celular. Teniendo en cuenta la organizacién de
las células meristemadticas en filas en el sentido longitudinal de la raiz, las cuales se producen
a partir de divisiones celulares cuyos ejes mitdticos se disponen precisamente en este sentido,
medimos en cada fila el nimero de células por unidad de longitud. Esta medida nos ofrecia, no
s6lo una estimacion de la tasa de proliferacion celular, sino también del tamaio celular, entendido
éste como la longitud de la c€lula en la direccion del crecimiento de la raiz. El resultado fue que
las muestras crecidas en el espacio presentaban células mds cortas que las del control terrestre,
es decir, mayor nimero de células por unidad de longitud en cada fila. La diferencia entre una
muestra y otra era muy significativa, del orden del doble de células en la muestra del espacio
respecto de la de la tierra. Puesto que no solamente habia mas células en cada unidad de longitud,
sino que, ademas, la longitud total era mayor, el resultado indicaba que la actividad proliferativa
de las células meristematicas de la raiz aumentaba muy sensiblemente cuando el crecimiento se
daba bajo condiciones de microgravedad. Junto a esto, el dato del tamafio menor de las células era
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Figura 7. a: Plantulas de Arabidopsis thaliana obtenidas de la germinacion de semillas y
el cultivo durante cuatro dias, en oscuridad, a 22°C, en la ISS (izquierda) y en tierra. Se
puede apreciar la diferencia de longitud entre las dos muestras. b: Corte “semifino”, de 2
um de espesor, del extremo de la raiz de una pldntula crecida en el espacio, observado en
un microscopio optico dotado de contraste de fase, conteniendo la zona meristematica.
Aparentemente el corte es totalmente normal. Se aprecian las células, limitadas por la pared
celular y organizadas en filas longitudinales; el disco denso que aparece en muchas células
en posicion central es el nucleolo.

muy interesante y sorprendente puesto que la regla, en condiciones normales de crecimiento, es
que proliferacion y crecimiento celular son procesos estrechamente asociados, interdependientes
y correlacionados, de manera que, cuanto mds alta es la capacidad proliferativa de las células,
mayor es su crecimiento. Esta regla parecia romperse por efecto de la ausencia de gravedad.

Con objeto de analizar en profundidad las posibles alteraciones en el crecimiento celular
centramos nuestro estudio en un orgdnulo del nicleo de la célula denominado nucleolo (Fig.
8). Este es un cuerpo esférico muy denso, situado en el centro del nicleo, que resulta de la
expresion de los genes que codifican para los RNAs ribosémicos, es decir los RNAs que, junto
con proteinas especificas, constituyen la multitud de ribosomas de la célula, pequefios granulos
situados en el citoplasma donde se efectia la sintesis de proteinas. La produccién de ribosomas
(las “factorias” de proteinas) en el nucleolo es uno de los procesos funcionales mas activos de
la célula, al servicio del cual pone en juego mds biomasa y mas recursos energéticos. El proceso
es complejo y comienza con la transcripcion del DNA que codifica para los RNASs ribosémicos,
es decir, la sintesis de RNA siguiendo la secuencia del DNA. Los genes ribosémicos consisten
en la repeticion de una secuencia de DNA cientos o incluso miles de veces, dependiendo de la
especie. Esa secuencia, por tanto, puede transcribirse simultdineamente en todas o en parte de sus
repeticiones, produciendo una enorme cantidad de copias de una molécula de RNA, precursora
de las moléculas “maduras” que se localizardn en los ribosomas. El proceso de “maduracion”,
desde el precursor a los productos finales, es una sucesion de cortes en la molécula inicial, unido
al ensamblaje de los RNAs que se van produciendo con las proteinas ribosémicas, hasta que las
particulas ya formadas son exportadas al citoplasma para realizar su funcién. En este proceso
intervienen una importante cantidad de proteinas y pequefios RNAs con funciones reguladoras,
modulando la velocidad a la que se efectda el proceso y la correcta sucesion de los procesos
bioquimicos. Una mayor informacién sobre los procesos funcionales que ocurren en el nucleolo
puede encontrarse en buenos libros de texto de Biologia Celular (Alberts et al., 2002) o en
revisiones especificas (Smetana y Busch, 1974; Hadjiolov, 1985; Risuefio y Medina, 1986).
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En definitiva, el nucleolo es un excelente marcador del crecimiento celular por su
indisociable relacion con la sintesis de proteinas, dado que el crecimiento celular esencialmente
consiste en el incremento de la dotacién proteica de la célula, ya sea con funcién enzimadtica,
estructural, reguladora, receptora y/o transductora de sefiales, etc.

Al observar al microscopio 6ptico y electrénico los nucleolos de las células meristematicas
de la raiz de las plantulas crecidas en el espacio y en la Tierra se observaron diferencias
significativas entre ambos tipos de muestras. Estas diferencias afectaban al tamafio del organulo,
asi como a la cantidad y distribucion de sus componentes estructurales. El tamafio del nucleolo era
mucho menor en las muestras crecidas en condiciones de microgravedad. Este dato, junto con la
organizacion ultraestructural de los subcomponentes nucleolares, indicaba una menor actividad
nucleolar y, consiguientemente, una menor produccién de ribosomas como consecuencia de
la alteracion gravitatoria, con las implicaciones sobre el crecimiento celular que acabamos de
considerar en los parrafos precedentes (Fig. 8).

La misma conclusion se obtuvo del experimento de inmunolocalizacion cuantitativa de
la proteina nucleolar denominada nucleolina. Esta proteina interviene en la biogénesis de los
ribosomas desempefiando papeles clave en la regulacion de diferentes etapas del proceso, de
manera que la medicién de sus niveles en el nucleolo indica cuantitativamente la productividad
del nucleolo en la sintesis de ribosomas (Pontvianne et al., 2007). El resultado obtenido fue que,
en los nucleolos de muestras crecidas en microgravedad, que eran mas pequefios, la nucleolina
mostraba niveles mds bajos en comparacion con los de la muestra control, crecida en la Tierra
(Fig. 8).

Figura 8. Imdgenes al microscopio electronico de nucleolos (Nu) de células meristematicas de la raiz de plantulas
crecidas en condiciones de gravedad terrestre control (a) y en ambiente espacial, en la ISS (b). Las dos imdgenes
estdn, aproximadamente, al mismo aumento (en ambos casos, la barra corresponde a la longitud de 1 ym). Las
muestras han sido sometidas a incubacién con un anticuerpo que reconoce a la proteina nucleolar nucleolina,
que interviene activamente en la biogénesis de los ribosomas. La localizacion del anticuerpo, y por tanto de la
proteina, estd revelada con particulas de oro coloidal de 10 nm de didmetro, que se observan en las imdgenes
como diminutos puntos negros localizados preferentemente sobre el nucleolo. Puede observarse que el nucleolo
de la muestra control (a) presenta un mayor tamaio, una mayor complejidad estructural interna y una mayor
acumulacion de particulas de oro, que indican un nivel mds alto de la proteina nucleolina, comparado con el
nucleolo de la muestra crecida en ambiente de microgravedad (b). Todos estos datos muestran claramente que el
nucleolo control es mds activo en la produccion de ribosomas y, en definitiva, que la ausencia de gravedad induce
el retardo del crecimiento celular. N. nicleo. Cit: citoplasma.
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Finalmente, se realizé un andlisis de las proteinas totales de la plantula (el denominado
“proteoma”) utilizando una técnica llamada electroforesis bidimensional en la que se trituran las
plantulas, se extraen las proteinas y se separan en funcion de su tamaiio (peso molecular) y de su
punto isoeléctrico (abundancia de aminodcidos cargados positiva o negativamente). El andlisis
demostré que existen diferencias en el proteoma segun las condiciones de crecimiento, lo que
nos lleva a concluir que la ausencia de gravedad altera los patrones de expresion génica.

En definitiva, los resultados obtenidos de nuestro experimento en la ISS demuestran que,
en ausencia de gravedad, se produce un enorme incremento de la proliferacion celular, pero no
del crecimiento celular. Dicho de otra manera, las células crecen menos y se dividen mas en
ausencia de gravedad que en gravedad control. Esta mayor proliferacion no se acompaia de un
incremento en la sintesis de ribosomas, como es la regla en la Tierra, sino que los marcadores
funcionales de este proceso aparecen disminuidos en ausencia de gravedad. Nuestra interpretacion
es que el ciclo celular (la sucesion de division y crecimiento celular, que ocurre en las células
proliferantes) se ve profundamente alterado en el ambiente espacial y se disocia del crecimiento
celular. Proliferacion y crecimiento celular son dos procesos que se asocian y se interrelacionan
estrechamente en condiciones normales de crecimiento, en la Tierra.

Asfi pues, la alteracion de las condiciones ambientales de gravedad supone un estrés para la
planta de gran magnitud, detectable a nivel macroscépico y a nivel celular, frente al que tiene que
poner en juego mecanismos de supervivencia para poder completar su ciclo vital y poder perpetuarse.
El conocimiento en profundidad de estas alteraciones y de estos mecanismos moleculares y
celulares es imprescindible para afrontar el cultivo de plantas en ambiente espacial.

PERSPECTIVAS DE FUTURO

Recientemente hemos asistido a un hito de enorme trascendencia para la investigacién
espacial, consistente en el transporte y ensamblaje en la ISS del médulo “Columbus” construido
por la Agencia Espacial Europea. La mision del transbordador norteamericano “Atlantis” que
tuvo lugar entre el 7 y el 20 de febrero de 2008 puede que no tuviera la repercusion medidtica
de otras aventuras espaciales, pero representd un salto cualitativo y cuantitativo sin precedentes
para la ciencia espacial, porque los laboratorios instalados en el médulo “Columbus”, junto con
el “European Modular Cultivation System” ya instalado en la ISS y totalmente operativo, van a
permitir realizar experimentos en unas condiciones que superan muchas de las restricciones que
tenia que afrontar hasta ahora el investigador.

En concreto, la linea de investigacién que iniciamos con el experimento “Root” y que
proporciond resultados de gran interés y enormemente prometedores, se beneficiard en gran
medida de estas importantisimas mejoras. Los siguientes pasos se centrardn en el andlisis en
profundidad de las alteraciones del ciclo celular, diseccionando aquéllas etapas y procesos
reguladores que aparecen alterados, mediante el uso de marcadores genéticos que nos permitan
discriminar la expresion diferencial de genes de interés. Serd preciso, ademads, realizar estudios
secuenciales, analizando las alteraciones a lo largo del tiempo. Tendremos que profundizar,
ademds, en el estudio proteémico, estudiando la identidad de las proteinas cuyos niveles muestran
diferencias entre las condiciones de microgravedad y los controles, para lo cual serd necesaria
la utilizacién de cultivos celulares que, ademads, permitan la sincronizacién de las células en su
progreso a través del ciclo celular.

Todo ello ya estd en marcha. Mientras esperamos la oportunidad de la realizacién de nuevos
experimentos en la ISS, utilizando los nuevos y potentes recursos puestos a nuestra disposicion,
estamos realizando experimentos en dispositivos de microgravedad simulada ubicados en
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laboratorios terrestres, como la “Random Positioning Machine” o el Instrumento de Levitacion
Magnética. Ya estamos obteniendo resultados que nos permiten avanzar en el conocimiento de
estos problemas. El trabajo intenso en el laboratorio, la cooperacién nacional e internacional y
una adecuada financiacién permitirdn que este camino no se detenga.
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