Millora per a l'estudi genétic dels micobacteris - UABDivulga Barcelo...  https://www.uab.cat/web/detall-de-noticia/millora-per-a-1-estudi-geneti...

URBDIVULGA

BARCELONA RECERCA | INNOVACIO

27/09/2021

Millora per a I'estudi geneétic dels
micobacteris

La transformacié genética de micobacteris mitjangant la introduccio
d'ADN exogen entranya dificultats que els investigadors intenten
superar estudiant nous abordatges que millorin I'eficiéncia del procés
i permetin avangar en l'estudi genétic d'aquests microorganismes en
els camps biomédic i ambiental. Victor Campo i Esther Julian,
investigadors del Departament de Genética i Microbiologia de la
UAB, en col-laboracié amb el grup de recerca d'Eduard Torrents, de
I'Institut de Bioenginyeria de Catalunya (IBEC) i la Universitat de
Barcelona (UB), han aconseguit obtenir una millora significativa,
aplicant un nou procediment que integra tres estratégies diferents.
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La transformacio és un dels processos essencials en biotecnologia o biologia molecular per
transferir material genétic exogen que ha de travessar la paret i membranes cel-lulars. La
transformacié genética de micobacteris introduint ADN exogen entranya unes certes
dificultats en comparaci6 amb altres espécies bacterianes, sent en algunes ocasions
impossible.

L'estratégia de transformacié més empleada i funcional en micobacteris és I'electroporacio.
Aquesta técnica consisteix a generar un camp eléctric sobre les cél-lules, que incrementa la
permeabilitat de la paret cel-lular bacteriana mitjangant la formacié de porus, a través dels
quals I'ADN plasmidic pot introduir-se a l'interior del bacteri. L'obtencié de procediments que
incrementin les eficiencies de transformacié genética en micobacteris facilitaria la recerca
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d'aquests microorganismes a nivell de biologia molecular, sent rellevant en l'estudi de
patdgens com Mycobacterium tuberculosis o Mycobacteroides abscessus, perd també de
micobacteris ambientals d'interés biotecnologic.

Les complicacions per transformar micobacteris estan relacionades amb diferents factors.
En primer lloc, la complexitat i gruix de la seva paret cel-lular micobacteriana actua com una
barrera dificil de penetrar per a 'ADN. A més, la seva alta riquesa lipidica converteix la seva
superficie en un entorn altament hidrofobic, que en una suspensié aquosa tendeix a agregar
formant acumulacions amb desenes de bacils, cosa que redueix les possibilitats d'interaccié
del plasmidi amb el bacteri. Els bacteris presenten, a més, sistemes de restriccio-
modificacid, que degraden qualsevol sequiéncia genética que no reconeguin com a propia.
Finalment, les condicions d’electroporacié utils en micobacteris consten de valors de voltatge
i resisténcia eléctrica alts, la qual cosa incrementa les probabilitats de descarrega eléctrica
durant el procés si la suspensi6 de plasmidi conté elevades concentracions de sals.

En aquest estudi, partint de procediments ja descrits per a la transformacié de
micobacteries, s'han considerat noves estratéegies metodologiques centrades en reduir
limpacte de les limitacions préviament indicades, amb [l'objectiu d'augmentar
significativament I'eficiencia de transformacio.
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Els resultats del treball demostren que I'exposicié dels micobacteris a una temperatura de 42
°C és capag d'inhibir en un cert grau els seus sistemes de restriccio-modificacio, tot
permetent que I'ADN no sigui degradat després de la seva incorporacié. També s'ha
observat que la utilitzacié de petites esferes de vidre és efica¢ per desfer els agregats de
micobacteris sense afectar la viabilitat cel-lular, augmentant drasticament I'eficiéncia de
transformaci6. Finalment, es va verificar que I's d'una columna de dessalacié de facil
preparacid permet I'obtencio d'una suspensid d'ADN lliure de sals, que evita potencials
descarregues eléctriques durant I'electroporacié. L'ocupacio conjunta d'aquestes estratégies
millora les eficiencies de transformacio, assolint valors superiors als obtinguts amb els
procediments préviament descrits en la bibliografia. L'estudi detalla un nou procediment de
transformacié de micobacteris que suposa una millora significativa per a futurs estudis a
nivell genétic d'aquests microorganismes.
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