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RESUMEN

El uso de proteínas fluorescentes en estudios con células vivas ha sido una herramienta que ha revolucionado la investigación en el campo de la biología celular al permitir observar el funcionamiento, dinámica e interacción entre estructuras celulares bajo microscopía fluorescente. Una de las proteínas fluorescentes más utilizada es la verde (GFP) obtenida de la medusa Aequorea victoria y la roja (RFP), extraída del coral Discosoma. La introducción de estas proteínas dentro de células vivas es mediante métodos moleculares como la transformación genética, proceso en el cual se fusiona el gen de la GFP o RFP con el gen de la proteína que se quiere observar y se introduce en el organismo bajo estudio. Las transformaciones genéticas, agregando genes de proteínas fluorescentes pueden potencialmente modificar la fisiología celular al cambiar el genoma de los organismos y por otro lado la presencia de más de 200 aminoácidos ligados a la proteína original también puede alterar su funcionamiento. Por este motivo se realizó un estudio en el hongo filamentoso Neurospora crassa para evaluar el impacto de la transformación genética con proteínas fluorescentes en su crecimiento y desarrollo. Se utilizó una cepa de tipo silvestre para comparar con tres cepas con el gen de la GFP, una con el gen de la RFP y dos con ambos genes. Bajo condiciones de incubación controladas se observó la velocidad de crecimiento, la producción de biomasa, la formación de conidias y la morfología de la colonia y de hifas individuales a bajo y alto aumento. 

Se observó que las cepas marcadas con proteínas fluorescentes presentan variaciones en la tasa de crecimiento, algunas crecen en forma más lenta a la silvestre y otras más rápido. La densidad de las colonias también varía, así como la formación de conidias. En conclusión se puede decir que las cepas transformadas genéticamente con proteínas fluorescentes deben ser evaluadas meticulosamente para probar que se comportan igual que las cepas silvestres, para que las observaciones que se hagan en ellas no tengan sesgos provocados por alteraciones en su fisiología.

INTRODUCCION

Desde la clonación del gen de la GFP de la medusa de Aequorea victoria, se ha expresado con éxito en numerosos organismos procariotes y eucariotes. El gran éxito de la GFP se ha atribuido a sus cualidades únicas por ser una proteína relativamente pequeña de 238 aminoácidos, con un peso molecular de 27 kDa y que absorbe longitudes de onda fotónicas de entre 395 y 475 nm (luz azul) y emite fotones con longitud de onda de 508 nm dentro del rango del verde (Prasher, 1992).

A diferencia de otros fluoróforos, la GFP se puede observar en vivo. La fluorescencia de la GFP es estable, no requiere ningún cofactor y se utiliza como marcador útil para observar dinámicas celulares, expresión genética, interacciones proteína-proteína, tráfico y localización in vivo y en tiempo real de proteínas y organelos.

A pesar de que la expresión del gen de la GFP y de la RFP (Freitag et al., 2005) ha sido exitosa en diversos organismos, existen reportes contradictorios sobre probables efectos tóxicos en células animales y algunos informes de muerte celular inducida por sobre expresión y excitación fluorescente prolongada que potencialmente generaran radicales tóxicos para las células in vitro (Hsiao-Sheng et al. 1999).

En la actualidad, se ignora si las proteínas fluorescentes son totalmente inocuas en la fisiología de la célula; la presencia de material genético extraño así como carga adicional para las proteínas pueden tener un efecto en el funcionamiento celular. Por este motivo se realizó un estudio para evaluar el impacto del uso de proteínas fluorescentes utilizando N. crassa como modelo de estudio. Se analizaron la cepa silvestre y seis cepas marcadas con GFP, RFP o ambas: Tubulina::GFP; Núcleos::GFP; Quitina Sintetasa::GFP; RFP::Tropomiosina; RFP::Tropomiosina+Tubulina::GFP y RFP::Tropomiosina+Núcleos::GFP.. Se utilizaron diferentes proteínas para analizar si hay un efecto general de las proteínas fluorescentes o depende más de la cual está fusionada. Se realizaron diversos experimentos para determinar la tasa de crecimiento, la morfología, la conidiación y la producción de biomasa en cada una de las cepas. 

MATERIAL Y METODOS

Organismos y medios de cultivo. Se utilizaron siete cepas de N. crassa: una de tipo silvestre y seis de las cuales fueron transformadas insertándoles la GFP, la RFP o ambas a proteínas de interés, tales como (-tubulina::GFP (N2526), histonas::GFP (N2281-3A), Quitina sintetasa::GFP (TMR3 MK), RFP::tropomiosina (614-1), RFP::tropomiosina+tubulina::GFP (614-1 + N2257) y RFP::tropomiosina+histonas::GFP (614-1 + N2280). Las cepas se mantuvieron a 28 (C en Medio Completo de Vogel (VCM).

Crecimiento. Cajas de Petri de 15cm con VCM se inocularon con cada cepa e incubaron a 28 ºC. Se realizaron mediciones del radio de las colonias a las 7, 17, 25, 32 y 41 horas de incubación, tiempo en que el agar quedó totalmente cubierto por la colonia con más rápido crecimiento. El experimento se realizó por triplicado.

Morfología de la colonia y conidiación. Se inocularon las mismas cepas en placas de agar de VCM de 10 cm y se obtuvieron imágenes digitales con una cámara Nikon coolpix 5400 a las 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas de incubación  para observar la morfología y proceso de conidiación de cada una. Las placas se incubaron a temperatura ambiente por 5 días.

Biomasa. Placas de agar con VCM cubiertas con membrana de diálisis previamente desecadas y pesadas, fueron inoculadas con cada una de las cepas e incubadas a 28 ºC por 24 horas. Las membranas de diálisis se extrajeron junto con las colonias y se desecaron en un horno de convección a 60 ºC por 24 h. Una vez deshidratadas se pesaron nuevamente y se calculó la biomasa en mg producida por cada cepa (Castro Longoria com. pers.). El experimento se realizó por triplicado.

RESULTADOS
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La tasa de crecimiento encontrada para la cepa silvestre fue de 0.80 µm min-1, las cepas que tuvieron un crecimiento menor a la silvestre fueron la de (-tubulina::GFP (0.70 µm min-1), la de RFP::tropomiosina + núcleos::GFP (0.70 µm min-1) y la quitina sintetasa::GFP (0.64 µm min-1), esta última con el índice de elongación mas bajo  (Figura 1). 

Figura 1. Crecimiento del  margen de la colonia a las 7, 17, 25, 32 y 41 horas de inoculación (cm). 

Las cepas con una velocidad de crecimiento mayor a la silvestre fueron la de los núcleos (0.82 µm min-1), la RFP::tropomiosina (0.82 µm min-1) y RFP::tropomiosina + (-tubulina::GFP (0.81 µm min-1) (Fig. 1). Las diferencias en las tasas de crecimiento observadas entre todos los organismos estudiados no fueron estadísticamente significativas.
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La morfología de las colonias entre las diferentes cepas fue muy similar (Fig. 2), algunas colonias mostraron mayor densidad de hifas aéreas a las 24 h (Fig. 2 B2, C2 y E2). La conidiación más evidente se inició a las 48 h de observación (Fig. 2 A3, B3, C3, D3, E3, F3, G3), sin embargo, la densidad de conidias fue notoriamente menor en la cepa de (-tubulina::GFP (Fig. 2 B3-6) y mayor en la de RFP::tropomiosina (Fig. 2 E3-6). La pigmentación de las conidias con carotenos tuvo un valor más alto en la colonia de RFP::tropomiosina+(-tubulina::GFP (Fig. 2 E6).

La producción de biomasa se utilizó como un indicador adicional de la densidad de las colonias. La N. crassa silvestre tuvo un incremento de biomasa de 64.5 ± 9.4 mg en 24 h. Cuatro cepas tuvieron una producción de biomasa ligeramente menor; la quitina sintetasa::GFP (57.5 ± 4.4 mg d-1), la RFP::tropomiosina (56.0 ± 2.7 mg d-1), la RFP::tropomiosina+(-tubulina::GFP (59.4 ± 9.3 mg d-1) y la RFP::tropomiosina+núcleos::GFP (60.0 ± 4.5 mg d-1) mientras que la cepa de (-tubulina::GFP (70.9 ± 7.3 mg d-1) y la de núcleos::GFP (80.8 ± 12.3 mg d-1) tuvieron una producción mayor (Fig. 3).
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Figura 3. Producción de Biomasa en mg por día. El □ muestra la media, el cuadro representa ± el error estándar y la barra el intervalo de confianza 95%
CONCLUSION

Las seis cepas de N. crassa transformadas con GFP y RFP, incluyendo las marcadas con ambas, tuvieron diferencias mínimas en cuanto a la tasa de crecimiento, morfología de la colonia, conidiación y producción de biomasa con respecto a la silvestre. Sin embargo, en algunos de los indicadores mostraron una mayor variación. No se encontraron diferencias atribuibles al color de la proteína fluorescente o al uso de ambas simultáneamente. Las diferencias y variaciones dependieron más del tipo de proteína que fue marcada, pero no fueron significativas. En función de estas evidencias se puede decir que el uso de las proteínas fluorescentes se podría generalizar con la recomendación de evaluar los organismos transformados para probar que se comportan igual que los que no han sido transformados y las observaciones que se realicen en éstos no tengan sesgos provocados por alteraciones introducidas en su fisiología.
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Figura 2. Evolución de colonias de N. crassa silvestre y transformada con GFP, RFP o ambas. A) silvestre, B) (-tubulina::GFP, C) núcleos::GFP, D) quitina sintetasa::GFP, E) RFP::tropomiosina, F) RFP::tropomiosina + tubulina::GFP, G) RFP::tropomiosina + histonas::GFP. Las imágenes corresponden a los tiempos de incubación: 1) 12, 2) 24, 3) 48, 4) 72, 5) 96 y 6) 120 horas. -
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