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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La transformacion genética es una alternativa para el conoci-
miento de genes involucrados en la patogenicidad de los hongos. A la
fecha se han transformado algunos hongos utilizando técnicas como
luz ultravioleta para obtener mutantes auxotroficas. Asi mismo, se ha
empleado la transformacion basada en la introduccion de plasmidos
que confieren resistencia a antibiéticos bien sea por medio de electro-
poracion o imitando un evento que se presenta naturalmente entre
plantas y el bacilo gram negativo Agrobacterium tumefaciens y que
consiste en la transferencia del T-DNA del plasmido Ti bacteriano a la
célula vegetal, con la consecuente aparicion de un tumor en el tallo de
la planta. Este mecanismo se ha reproducido con éxito en hongos
filamentosos y en levaduras. En el caso de Paracoccidioides brasiliensis
aun no se dispone de un modelo de transformacién. Considerando
esta carencia y la necesidad de conocer los genes involucrados en la
patogenicidad de este microorganismo, pretendemos desarrollar un
sistema de transformacion genética para P brasiliensis utilizando A.
tumefaciens.

MATERIALES Y METODOS
Cepas: P. brasiliensis ATCC-60855, Pb-339, A. Tumefaciens:
GV-1040, LBA 4404, EHA 101, Plasmidos: pAD-1624,pAD-1625, pBI-
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121. Estos plasmidos, que contienen clonados dentro del T-DNA genes
cassette con la higromicin fosfotransferasa (hph), se introdujeron en
las cepas de A. tumefaciens por electroporacion y se seleccionaron los
transformantes.

Transformacion de P brasiliensis: las cepas de A. tumefaciens
se cultivaron toda la noche en 2 ml de LB-tetraciclina-ampicilina en
agitacion a 28°C; este cultivo fue diluido 15 a 20 veces en LB por 24
horas hasta una D.O.,,, 0.5-1.0. Las bacterias centrifugadas a 4.000
rpm 10 minutos, se resuspendieron en LB+MES. Las levaduras se
mezclaron con las bacterias en filtros de nitrocelulosa a diferentes
diluciones y se incubaron a 28°C por 48 h.

Seleccion de transformantes: Postincubacion los filtros se lava-
ron con 1 ml de solucién salina y se sembraron en BHI-cefotaxime-
higromicina a 37°C hasta que aparecieron colonias.

RESULTADOS Y ANALISIS

Postcocultivo se obtuvieron células transformadas mit6ticamente
estables. EI DNA genémico se analizara por PCR y Southern Blot
usando primers especificos para el gen hph.
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