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Introduccion. Los fructooligosacaridos son hidratos de
carbono con una propiedad edulcorante baja en calorias,
que es de 33 % con respecto al de la sacarosa, sin
embargo se les atribuyen otras propiedades (1).
Actualmente, en estudios de nanotecnologia se ha
evaluado la influencia que tienen los fructooligosacéaridos
al adicionarlos a una matriz biopolimérica constituida por
alginato/gelatina para producir estructuras con efectos
funcionales de administracion bioactiva, sustitutos de
grasas, peliculas y recubrimientos comestibles en las
industrias alimentarias y farmacéuticas; se caracterizaron
microgeles por su distribucién de tamafio de particula y
morfologia; y macrogeles con respecto a su
microestructura y propiedades mecanicas, obteniendo
como resultado geles de mayor calidad que los
elaborados Unicamente de alginato/gelatina; geles mas
fuertes con poros pequefios que forman perlas de
tamafio pequefio, lo que da indicio del uso potencial de
estos sistemas como mejoradores de textura y
encapsuladores (2). Por lo que, es importante estudiar
métodos de produccién de fructooligosacaridos. A este
respecto, una alternativa es el uso de enzimas
fructanasas, las cuales hidrolizan enlaces glicosidicos [3-
(2-6) o pB-(2-1) de fructanas de alto grado de
polimerizacion, generando fructooligosacaridos
(polimeros de cadena corta) (3). En el 2017, Romay
Ramirez realiz6 un andlisis bioinforméatico de la
secuencia nucleotidica codificante para una fructanasa
de la bacteria fitopatégena del jitomate Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis dicha secuencia
tiene un tamafio de 1641 pb y codifica para una
fructanasa transmembranal con un peso molecular de
58.2 kD y un punto isoeléctrico de 4.67 (4).

El objetivo del presente trabajo fue aislar y caracterizar
el gen de la fructanasa de Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis.

Metodologia.

Se realizé un andlisis bioinformatico de la fructanasa de
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, donde
se identificaron los residuos cataliticos, péptido sefial y la
regiébn transmembranal. Posteriormente, para aislar y
clonar el gen codificante para la fructanasa de

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, se
disefié un par de oligonucleétidos con sitios de restriccion
Ncol y Xhol. Se amplificé el gen de la fructanasa a partir
de DNA genodmico. El producto de PCR se clono en el
vector pJET1.2/blunt en E.coli DH5a. La construccién
molecular se confirmé por PCR y secuenciacién. Para la
expresion génica, el fragmento se subclono en el vector
de expresion pET22 en E.coli DH5a.

Resultados. El analisis bioinformatico mostré que la
secuencia nucleotidica codificante para la fructanasa es
de 546 aminoacidos, que posee un péptido sefal, un
dominio transmembranal, y un linker; ademéas contiene
un dominio con una identidad del 99% con la familia de la
glicosil hidrolasa con estructura de 5 hojas B-propela en
el extremo N-terminal, informacion que coincide con lo
reportado por Romay Ramirez en el 2017. A su vez, se
logré la amplificacion y clonacion de la secuencia
nucleotidica codificante para la levanasa de Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis en el vector de
clonacién pJET1.2/blunt, la cual tiene un tamafio de 1668
pb aproximadamente, resultado que se confirmé
mediante PCR y secuenciacion. Asi mismo, de la
subclonacion en el vector de expresion pET22 se ha
logrado obtener colonias aisladas que se encuentran en
proceso de confirmacién del inserto para dar inicio con
los ensayos de expresion génica.

Conclusiones. Se logr6 clonar por primera vez el gen
codificante para la fructanasa de Clavibacter
michiganensis subsp michiganensis, la cual podria ser
empleada para la produccién de fructooligosacaridos.
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