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Introduccién. La mayor parte del fésforo (P) aplicado como
fertilizante se fija en el suelo como é&cido fitico y pierde su
disponibilidad (Dalal, 1977). Las plantas y los animales son
poco €ficientes para adquirir P a partir del fitato (Hayes et
al., 2000; Richardson et al., 2000). Se han expresado
enzimas de Aspergillus en algunas plantas que les ha
permitido crecer con fitato como fuente exclusiva de P
(Brinch-Pedersen et al., 2000).

El objetivo del presente trabajo fue identificar, aislar y clonar
el gen que codifica para fitasa en Aspergillus niger y
Volutella sp, paratransformar plantas de interés horticola.

Metodologia. Se seleccionaron cepas de Aspergillus y
Volutella capaces de crecer en medios sin P. Se obtuvo €l
ADNCc de las cepas mediante RT-PCR, con iniciadores de
secuencias consenso de fitasas fungicas. Los productos se
separaron en geles de agarosa y purificaron, se insertaron en
el vector P-GemT-Easy (Promega) para transformar E. coli.
El producto fue secuenciado y se compar6 con otras fitasas y
fosfatasas. Se hicieron hibridaciones Southern para verificar
€l nimero de copias del gen, y Northern para confirmar la
transcripcion de aquél.

Resultados y discusion. En ambas especies se obtuvo un

unico fragmento como producto de la PCR, con un tamafio
aproximado de 1400 pb (Figura 1).
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Figura 1. Producto de PCR. A) A. niger: carril 1, marcador de
1kb; carriles 2 y 3, medio con P; carriles 4 y 5, medio sin P. B)
Volutella: carril 1, marcador de 1kb; carril 2, medio con P; carril
3, medio sin P; carriles4y 5, controles.

Para ambas especies, € producto amplifico con los
iniciadores 5 ATG GGC GTC TCT GCT GTT CTAy 5
CTA AGC AAA ACA CTC CGC CCA, del gen de fitasade
A. niger. Las cepas de E. coli que clonaron
satisfactoriamente el plasmido con €l inserto, fueron DH103
y IM109 (Figura 2).
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Figura 2. Digestion de plasmidos de célul as transformadas de E.
coli con € gen defitasa. Carril 1, marcador de 1 kb; carriles 2-5,
cepa DH10-B; carril 6, cepa DH5-a; carriles 7'y 8, cepa IM-1009;
carril 9, cepa no transformada. La flecha superior sefialael vector y
lainferior €l inserto.

Conclusiones. Se obtuvo un protocolo adecuado para aislar
y clonar el gen de la fitasa de A .niger y Volutella.
Actualmente se estd comparando su similitud.
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