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   RESUMEN
   Los organismos como S. cereviseae y D. melanogaster expresan proteínas
   de choque térmico (HSPs) en estados particulares de su desarrollo
   celular. A medida que la temperatura aumenta, las reacciones
   enzimáticas se aceleran, alteran sus patrones de crecimiento y
   síntesis de proteínas específicas. La asociación de HSPs con la
   diferenciación celular sugiere que éstas están involucradas en ambos
   procesos de desarrollo normal y respuesta a la tensión. No existen
   trabajos que determinen la presencia de proteínas de HSP en M. xanthus.
   En el presente trabajo se determina la expresión de HSP en M. xanthus
   a temperaturas superiores a su crecimiento (24, 40, 45 y 50 oC) por un
   periodo de 1, 2 y 3 horas, asi como el PM de las proteínas expresadas.
   Encontramos que conforme se incrementa la temperatura se incrementa el
   número bacteriano después de someter a la bacteria al choque térmico,
   los resultados revelan que el crecimiento sigue un mismo patrón en las
   tres primeras temperaturas (24, 40, 45ºC) con respecto a 50ºC que fue
   menor. También el nivel de expresión de cada proteína incrementa su
   expresión conforme se incrementa la temperatura, también se puede
   evidenciar que algunas se expresan de manera constante durante las 3
   hrs . Por lo que evidenciamos por primera vez que M. xanthus expresa
   proteínas que le permiten soportar los cambios bruscos de temperatura.
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   INTRODUCCIÓN
   La temperatura es uno de los factores ambientales más importantes que
   afectan el crecimiento y la sobrevivencia microbiana. Cuando los
   microorganismos responden a temperaturas elevadas alteran sus patrones
   de crecimiento, detienen rápidamente su desarrollo y sintetizan
   coordinadamente un pequeño número de proteínas diferentes, entre ellas
   las proteínas de choque térmico (HSP) (3). La variación en la
   temperatura es un estrés común encontrado en la naturaleza. La
   respuesta de choque térmico se ha utilizado como un sistema modelo
   para estudiar el impacto de la tensión sobre los sistemas biológicos.
   La respuesta celular adaptativa es la inducción de una serie de
   proteínas limitadas, llamadas proteínas de choque térmico (HSP) (1, 3,
   4,). Estas proteínas participan en el plegamiento de proteínas recién
   sintetizadas y protegen a las ya existentes de los procesos de
   desnaturalización producidos por el incremento de la energía cinética
   de las distintas moléculas ante un incremento de temperatura (2). En
   un análisis del genoma de E. coli se identificaron 23 genes inducidos
   por la temperatura, de los cuales hasta el momento, se desconoce su
   función. Los organismos como S. cereviseae y D. melanogaster expresan
   HSP en estados particulares de su desarrollo celular. Los organismos
   procariotes son capaces de expresar proteínas que les permiten
   soportar cambios en la temperatura durante su desarrollo “normal” M.
   xanthus es una bacteria de suelo, Gram-negativa que a la falta de
   nutrimentos esenciales, inician un proceso de desarrollo que culminan
   en la formación de cuerpos fructíferos. Expone un ciclo de vida
   complejo poco común durante el cual la movilidad juega un papel
   importante. La identificación de proteínas extracelulares producidas
   por esta bacteria durante el cultivo o desarrollo de la regulación de
   su síntesis y mecanismo (s) de secreción puede proveer nuevas e
   importantes indicios para entender su biología. Por otro lado, otras
   proteínas extracelulares pueden ser importantes como señales para la
   conducta social durante el desarrollo vegetativo (Swarming) y el
   desarrollo del ciclo. El estudio sistemático de todas las proteínas
   secretadas han sido recientemente emprendidas, en el caso de M.
   xanthus (8, 9 ) También se ha demostrado la reorganización de las
   proteínas de superficie celular durante el desarrollo en M. xanthus
   (7). La respuesta al choque térmico de M. xanthus ha sido
   caracterizada en células vegetativas inducidas por inanición y
   glicerol. De este modo se conoce que temperaturas por arriba de 36º C
   provoca la inducción de HSPs en este organismo (3). Por lo que en el
   presente trabajo, se pretende determinar si M. xanthus expresa
   proteínas de choque térmico, y si existen cambios en la expresión de
   proteínas, además de establecer el peso molecular de las proteínas que
   incrementan su nivel de expresión
   MATERIALES Y MÉTODOS
   Cultivo de M. xanthus. Se realizó un precultivo con la cepa de M.
   xanthus en caldo CY (Casitona-Levadura), posteriormente se tomaron 600
   μl del precultivo y se colocaron en tubos que contenían 10 ml de caldo
   CY, incubando a diferentes temperaturas: 24 37, 40, 45 y 50ºC durante
   1, 2 y 3 horas.
   Extractos bacterianos y lisis celular. Las bacterias de cada
   temperatura y tiempo de choque térmico fueron colectadas por
   centrifugación a 3500 rpm durante 10 min., el paquete celular fué
   lavado con PBS frio y centrifugado durante 5 min. El paquete
   bacteriano se trato con Buffer de muestra, agregando inhibidores de
   proteasas como Iodoacetamida, N-Etil Maleimida y Fenil Metil Sulfonil
   Fluoruro.
   Corrimiento electroforético. Las muestras de 1, 2 y 3 horas de choque
   térmico (24, 40, 45, 50ºC) tomando como control la muestra de 37 ºC,
   fueron sometidas a electroforesis en geles SDS-PAGE al 10%. Los geles
   se tiñeron con azul de Coomassie. El PM se determino mediante una
   gráfica en papel semilogarítmico usando los marcadores de PM como:
   miosina (200 kDa), β-galactosidasa (116 kDa) albúmina sérica bovina
   (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa) e inhibidor tripsina (21.5 kDa).
   Mediante la siguiente fórmula: Rf= Distancia migrada por la proteína /
   Distancia migrada por el colorante
   RESULTADOS.
   Los estudios realizados muestran, por una parte, que el crecimiento de
   M. xanthus varía en cada temperatura de choque térmico a que fue
   expuesta. Como se puede observar existe un ligero aumento en el numero
   bacteriano después de someter la bacteria al choque térmico, además
   los resultados revelan que el crecimiento de M. xanthus sigue un mismo
   patrón en las tres primeras temperaturas (24, 40, 45ºC) a las que fue
   sometida y su crecimiento aumentó gradualmente conforme se incrementó
   el tiempo de incubación (1 a 3 horas), mientras que la de 50ºC a
   diferencia de las demás temperaturas hubo una disminución visible en
   la segunda hora, posteriormente se recuperó las UFC como se puede
   observar en la figura 1. Se encontró que las cepas de E.coli
   sobreproducían IbpA o IbpB adquiriendo altos niveles de resistencia al
   calor (6). De la misma manera en Drosophila melanogaster presenta
   genes que expresan proteínas al incrementarse la temperatura y fueron
   posteriormente identificadas como proteínas de “choque térmico”,
   además de que tenían diferente peso molecular, pero entre las que
   sobresalía fue una de 70.000 daltons la cual se conoce como HSP70 (6).
   
   Fig. 1 Efecto del choque térmico sobre el crecimiento de M. xanthus.
   El crecimiento de las células fue a 37ºC durante 24 horas y
   subsecuentemente expuestas a las diferentes temperaturas 24, 40, 45 y
   50 ºC durante 1,2 y 3 horas, utilizando como control 37 oC. Para
   determinar el número bacteriano se realizo un conteo en placa.
   Con respecto al comportamiento de la expresión de proteínas en
   respuesta al choque térmico, los resultados revelan que cuando M.
   xanthus se somete a cambios altos de temperatura se induce la
   expresión de diferentes proteínas. Como se observa en la figura 2 en
   M. xanthus se inducen la expresión de proteínas en cada temperatura
   alta, así también el nivel de expresión de cada una de ellas conforme
   incrementa el tiempo de choque térmico, por lo tanto, se puede
   evidenciar que algunas moléculas como las de 200, 116, 113, 103, 100,
   96, 88, 82, 80, 74, 72, 70, 66, 62, 60, 58, 56, 54, 52, 48, 46, 45,
   42, 49, 37, 34, 31, 28, 27, 24, 23, 21, 20, 19.5, 18, 16, 15, 14.5,
   13.5, 12.5, 12 kDa se expresan de manera constante durante los tres
   tiempos de choque térmico en todas las temperaturas establecidas. Es
   evidente que la expresión de varias proteínas de M. xanthus, las
   cuales se expresan a las temperaturas antes mencionadas, al
   incrementar el tiempo de exposición el nivel de su expresión se ve
   aumentada. Por lo que se confirma que M. xanthus es capaz de
   sobrevivir a temperaturas extremas a su desarrollo normal expresando
   así mismo un mayor número de diferentes proteínas. Se observo que
   durante la primera y segunda hora de choque térmico en las diferentes
   temperaturas superiores a las de su crecimiento normal se induce la
   expresión de un perfil protéico similar de las siguientes proteínas:
   (110, 74, 72 kDa). Aun cuando la expresión de estas desaparece durante
   el tercer tiempo de exposición, también se inducen la expresión de un
   perfil protéico similar en la segunda y tercera hora de exposición de
   las siguientes proteínas: (103, 70, 54, 48, 46, 42, 39, 37, 27, 24,
   19.5 kDa). Sin embargo, durante los tres tiempos de exposición las
   temperatura de 24 a 50ºC, se induce la expresión de un perfil proteico
   similar de la siguiente proteína: (74 kDa). Además conforme incrementa
   el tiempo de choque térmico se observa que las temperaturas más
   elevadas inducen la expresión de la mayoría de las proteínas.
   
   Fig. 2. Perfil de proteínas de M. xanthus de las diferentes
   temperaturas. Perfil proteico de la expresión de proteínas a
   diferentes tiempos (1,2 y 3 horas) en M. xanthus de las cuales se
   obtuvieron extractos bacterianos que fueron sometidas a electroforesis
   en geles de poliacrilamida al 10 % y se tiñeron con azul de Coomassie.
   CONCLUSIONES
   En M. xanthus como en otros microorganismos se evidenció que existe
   una disminución del número bacteriano después de un cambio brusco de
   temperatura, observándose que al incrementar el tiempo de exposición
   se muestra un ligero incremento del número bacteriano. Además se
   demuestra que en M. xanthus se expresan diferentes tipos de proteínas
   en respuesta a diferentes cambios elevados de temperatura. Observamos
   que a mayor temperatura M. xanthus induce la síntesis de un mayor
   número de proteínas en respuesta al cambio brusco de To. Finalmente se
   establece que M. xanthus es capaz de crecer y proliferar a
   temperaturas elevadas de forma similar a otros microorganismos,
   probablemente estas proteínas le permiten a este microorganismo
   sobrevivir en su ambiente natural en donde la temperatura del suelo
   cambia conforme pasa el tiempo.
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