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Introduccién. Los fructoligosacéridos (FOS) son fructanas
de bajo grado de polimerizacion utilizados ampliamente en
el desarrollo de aimentos funcionales ya que poseen
caracteristicas prebidticas. Para su uso comercial, los FOS
son producidos a partir de sacarosa con enzimas fungales
gue dan lugar a mezclas de FOS de diferente grado de
polimerizacion. Se ha propuesto que los compuestos de
mayor importancia como prebidtico son aquellos de menor
grado de polimerizacion (kestosa, nistosa) (1). Por esta
razon, resulta interesante buscar nuevas enzimas que nos
permitan obtenerlos de manera selectiva. Una alternativa
para su obtencion la constituye el uso de las enzimas de
plantas que acumulan fructanas, como €l Agave. En €llas, la
enzima Sacarosa:Sacarosa 1-Fructosiltransferasa (1-SST)
produce € trisacarido 1-kestosa a partir de la sacarosa. Este
trisacarido es utilizado por otras enzimas del metabolismo
vegetal para generar polisacaridos de mayor grado de
polimerizacion, como la inulina en e agave, la cual,
constituye el principal sustrato de fermentacion en la
produccion del tequila.

Por la importancia comercial de la 1-kestosay € interés

por conocer la biosintesis de fructanas en el agave resulta
interesante estudiar las caracteristicas moleculares y
bioquimicas de la 1-SST. Este trabajo tiene como objetivo el
aisamiento del gen que codifica para la 1-SST en Agave
tequilana Weber Var. azul.
M etodologia. El aislamiento del cDNA serealizé a partir del
RNA de pifia de plantas de 30 cms cultivadas en invernadero
e inducidas con sacarosa (2). Se utilizd latécnica RT-PCR
para amplificar un fragmento de la regién intermedia del gen
mediante el uso de un oligonucledtido conservado y otro
degenerado disefiados con base en € alineamiento de las
secuencias nucleotidicas reportadas en la base de datos. Una
vez determinada la secuencia del fragmento se disefié un
oligonucledtido conservado para obtener e extremo 3
mediante la técnica de 3'RACE. Para la obtencion del
extremo 5’ se recurrio alatécnica Genome Walker (GW), a
partir de DNA genémico obtenido de hoja de plantas de 30
cms.
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Figura 1. Estrategia de aislamiento del gen de la 1-SST.
Resultados y discusiéon. La homologia entre las 1-SST y las
invertasas representa una dificultad en e aislamiento del
gen, es por ello que se probaron varias estrategias, incluidala
busqueda en un banco de cDNA.

Con la estrategia descrita en la metodologia se obtuvo un
fragmento de 1578 pb (Figura 1) que fue analizado en €
programa BLAST vy presentd identidad con diferentes
fructosiltransferasas e invertasas reportadas en la base de
datos (Cuadro 1). En la secuencia, se localizan 5 de las 6
regiones conservadas en las fructosiltranferasas de plantas y
hongos (3), entre ellas, el motivo EC y el motivo RDP que
contienen 2 de los 3 residuos que a parecer estan
involucrados en la catédlisis (4).

Tipo de enzima Especie % de identidad
1-SST Allium cepa 75
Allium sativum 73
Invertasa Allium cepa 66
Asparagus officinalis 64
Oryza sativa 59
6-GFT Asparragus oficinalis 62
1-FFT Lolium perenne 58
Triticum aestivum 56

Cuadro 1. Porcentaje de identidad del fragmento con diferentes
fructosiltransferasas e invertasas.

El fragmento de 525 aminoécidos constituye el 96.6% del
dominio conservado que caracteriza a la familia 32 de las
glicésido hidrolasas.

Conclusiones. Se obtuvo un fragmento de 1578 pb de un
gen que de acuerdo a la identidad observada en el andlisis de
secuencia es clasificado dentro de la familia 32 de las
glicésido hidrolasas y codifica para una Sacarosa Sacarosa
1-Fructosiltransferasa.
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