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I.RESUMEN

Los fructanos, son polimeros de fructosa lineales o ramificados unidos mediante enlaces
glicosidicos B(2, 1) y B(2, 6), por su grado de polimerizaciéon (DP) los fructooligosacaridos
(FOS) son aquellos que tienen entre 2 y 14 unidades de fructosa. Los fructanos se sintetizan
y almacenan en las vacuolas de las células vegetales por medio de enzimas
fructosiltransferasas, donde los sustratos principales para iniciar la sintesis son sacarosa y
otros FOS como 1-kestosa. Entre los sistemas vegetales que sintetizan este tipo de
carbohidratos destaca la planta de Agave tequilana, en donde el DP y la complejidad
molecular esta directamente relacionada con la edad, encontrando FOS entre los 2 y los 5
afios de edad en campo. Muchos esfuerzos se han realizado para sintetizar FOS a escala
industrial, sin embargo, el uso de sustratos provenientes de desechos agricolas ha sido poco
explorado. Recientemente se ha reportado la presencia de FOS en frutos de Fragaria vesca,
los cual abre las posibilidades a que estos carbohidratos se encuentren en érganos de
reserva como la corona de Fragaria x ananassa, planta ampliamente cultivada en México,
especificamente en la regién de Irapuato, Gto, la cual, puede ser utilizada como sustrato en
la sintesis de FOS.

Los fructanos son utilizados en la industria alimentaria para diversos fines, sin embargo los
FOS son utilizados para promover la salud. La actividad prebidtica de las agavinas ha sido
evaluada en modelos murinos, mostrando un incremento en la concentraciéon de acidos
grasos de cadena corta, los cuales se han relacionados con la promocién de saciedad y
reversiéon de desérdenes metabdlicos causados por el sobrepeso u obesidad. Por esta razon,
el objetivo de este trabajo fue obtener FOS usando como sustrato los carbohidratos de la
corona de plantas de F. x ananassa variedad Pakal y Nikté durante su desarrollo bioldgico y
protoplastos de A. tequilana como fuente de fructosiltransferasas. Se determind Ia
concentraciony los tipos de carbohidratos presentes en ambas variedades de F. x ananassa
durante tres etapas: Vegetativa, Florescencia y Frutescencia. La formacién de productos en
el sistema de biosintesis se monitoreo mediante cromatografia de capa fina (TLC) y
cromatografia de intercambio anidnico acoplada a un detector de pulso amperométrico
(HPAEC-PAD) encontrandose que a las 12 y 24 horas de reaccion la formacién de 1-kestosa
y 6-kestosa respectivamente alcanzan su maxima concentracion, evidenciado la actividad
FAZY (1-SST y 6-SFT). Hasta el momento no existen FOS sintéticos de agave en la industria
alimenticia por lo que este sistema presenta una opcidn para la produccién de prebidticos.



ABSTRACT

Founding around in 15% of vascular plants, fructans are polysaccharides with a short degree
of polymerization constituted by D-fructose units with 3(2,1) and 3(2,6) linked, their storage
and synthesis is perform in the vacuole through fructosyltranfersares enzymes where the
main substrate to initiate the synthesis are sucrose and other FOS like 1-kestose. In A.
tequilana the native degree of polymerization (DP) and complex structure is related to the
plant age, finding the shorter DP in young plants (2 to 5 years old). Many efforts has been
made to synthesized FOS to an industrial scale, however, the use of agricultural wastes as a
substrate has been poorly studied. Recently, the presence of small quantities of FOS in
Fragaria vesca fruit has been report, open the possibilities to found these type of
carbohydrates in other reserve organs such as the crown of Fragaria x ananassa, a plant
extensively cultivated in Mexico, in the region of Irapuato, Gto, which can be used as a
substrate in FOS biosynthesis.

Fructans can be used in the food industry in many forms, but only FOS are used as food
ingredient to promote health, its prebiotic activity has been tested in mice and it is know
that it’s consume increase short fatty acid concentration (SCFA) which promotes satiety and
decrease body mass index (BMI). For this reason the aim of this work was to generate FOS
using F. x ananassa carbohydrates as substrates and A. tequilana protoplasts as the
fructosyltransferases source. A. tequilana stem protoplasts of 3, 4 and 5 years old plants
were obtained by cell wall hydrolysis following their precipitation and microscopy
identification. Thermal extraction, thin layer chromatography (TLC) and high performance
anion exchange chromatography with pulse amperometric detention (HPAEC-PAD) were
used for FOS identification in strawberry crowns of Pakal and Nikté Mexican varieties during
development. In vitro biosynthesis were carried out mixing A. tequilana protoplast and
crown carbohydrates. FOS production was monitoring by HPAEC-PAD, founding the highest
concentration of 1-kestose and 6-kestose at 12 and 24 hours respectively, and evidencing
FAZY activity. Since there are no agave FOS in the food industry at the present time, we
believe this system present a high potential for their production.



Il. ANTECENDENTES

I1.1. Fructanos

Los fructanos son polimeros lineales o ramificados compuestos por unidades de D-fructosa
unidas mediante enlaces glicosidicos B (2,1) y B (2,6) mas una unidad de D-glucosa en el
extremo reductor 1,2. Son altamente solubles en agua y asi como el almidén y la sacarosa,
actlian como carbohidratos de reserva en el 15% de las angiospermas, otros estudios
indican que aumentan la tolerancia a la sequia y bajas temperaturas, por lo que su sintesis
juega un papel importante en la supervivencia de estas bajo condiciones de estrés. Las
bacterias y hongos también biosintetizan fructanos 3.

Por sus caracteristicas fisicas y quimicas los fructanos han jugado un papel importante en la
industria de alimentos, siendo utilizados como endulzantes, espesantes y emulsificantes,
asi mismo su uso como fibra prebidtica ha tomado importancia mundial, ya que se ha
demostrado que su consumo tiene beneficios sobre la salud humana.

I1.1.1 Clasificacion de los fructanos.

Existen diferentes formas de clasificar a los fructanos:

a) Por grado de polimerizacién.
b) Por ausencia o presencia de glucosa.
c) Portipo de enlace glicosidico.

11.1.1.1 Por grado de polimerizacion.

Por grado de polimerizacién los fructanos se clasifican en fructooligosacaridos (FOS), que
son aquellos formados por cadenas de grado de polimerizacién pequefio (entre 2 y 14
unidades) y fructanos, aquellos con 14 o mas unidades de fructosa. La cadena de fructosas
en los fructanos de sistemas vegetales son mucho mas pequeiias y variables comparada con
aquellos provenientes de bacterias, encontrando asi grados de polimerizacién de entre 20
y 30 residuos de fructosa, los cuales pocas veces exceden un DP de 200 unidades 2.

[1.1.1.2 Por ausencia o presencia de glucosa.

Existen también aquellos con ausencia de glucosa (Serie Fn) como la inulobiosa e inulotriosa
las cuales estdn presentes en las raices de Arctium lappa L. * o se sintetizan como productos
de la catdlisis de 1-Kestosa en presencia de la enzima 6 G-FFT °. Dentro de esta clasificacion
también se tiene a aquellos fructanos con presencia de glucosa en la cadena polimérica
(Serie GFn).

[1.1.1.3 Por tipo de enlace glicosidico (Figura 1).
En plantas las diferencias estructurales de los fructanos se pueden clasificar por el tipo de
enlace glicosidico que presentan en:



A) Inulinas.

Son aquellos polimeros de fructosa lineales que tienen en su mayoria o exclusivamente
enlaces glicosidicos B (2,1). Estdn presentes en especies de dicotileddneas pertenecientes a
la familia Asterdcea, donde se encuentra la achicoria (Cichorium intybus L.), la alcachofa de
Jerusalén (Helianthus tuberosus L.), la alcachofa (Cynara scolymus), la flor de dalia (Dahlia
variabilis) y el tubérculo yacén (Polymnia sonchifolia). Las moléculas con menor DP y mas
representativas de este grupo son la 1-Kestosa y la inulobiosa ®.

B) Levanos.

Son fructanos de estructura lineal con enlaces B (2,6) entre las unidades de fructosa. Se
encuentran de manera predominante en algunos pastos como Dactylis Glomerata. Sus
moléculas representativas son la 6-kestosa y la levanobiosa .

C) Graminanos.
Los graminanos son fructanos mixtos y ramificados, que pueden tener en su estructura
enlaces tipo B (2,1) y B (2,6) asi como un residuo de glucosa terminal. Se ha reportado su
presencia en trigo y cebada y en algunos miembros del orden Asparagales como
Arthropodium cirratum, Astelia banksii y Bulbinella hookeri’,2.

D) Neo-series.

Son aquellos fructanos en los que la cadena de fructosas crece en ambos extremos de la
molécula de glucosa. Se pueden encontrar levanos neo-series en la familia Lilidcea como el
ajoy los esparragos ° 10, asi como inulinas-neo series en la familia Poaceae (Livingston et al.
1993)

E) Agavinas.

Carbohidratos complejos presentes en el género agave altamente ramificados, con mayor
proporcién de enlaces B (2,1) en comparacion con B (2,6) y presencia de glucosa interna 'y
terminal 2.
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Figura 1. Clasificacion de los fructanos de acuerdo al tipo de enlace glicosidico.

[1.1.2 El papel de fructanos en plantas.

Hasta 45,000 especies de plantas, sintetizan, acumulan, procesan y degradan fructanos
como parte de su metabolismo. La principal funcién de estos carbohidratos es servir como
almacén energético, por lo que durante el crecimiento normal de éstas se acumulan en
drganos de reserva como raices, bulbillos y coronas, entre otros. En afios recientes se han
descubierto los diferentes papeles de los fructanos en las plantas, ya sea como moléculas
mediadoras, especies reactivas de oxigeno y como moléculas protectoras contra el estrés
salino y el déficit de agua *3, 4.

Los fructanos se sintetizan y acumulan en vacuola, sin embargo otros estudios demuestran
su presencia también en el apoplasto bajo condiciones de estrés por bajas temperaturas,
mecanismo que es posiblemente mediado a través de vesiculas desde la vacuola hasta la
membrana plasmatica, la cual esta implicada en el mecanismo de degradacion de los
fructanos °.

El sustrato para la sintesis de novo de fructanos en las plantas es la sacarosa, y al igual que
la sacarosa, los fructanos se almacenan y sintetizan en la vacuola por medio de enzimas
especificas llamadas fructosiltransferasas 2 (Figura 2).
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Figura 2. Metabolismo de carbohidratos en una célula vegetal. La actividad fotosintética alta esta asociada a
grandes tasas de carbono que se exportan del cloroplasto al citoplasma, dando como resultado un aumento
en los intermediarios de la sintesis de sacarosa 2.

[1.1.3 Metabolismo de los fructanos en plantas.

[1.1.3.1. Fructosiltransferasas de la familia GH 32.

Las enzimas que regulan la biosintesis de fructanos son las fructosiltransferasas, las cuales
hidrolizan el enlace glicosidico, entre un carbohidrato y otro, transfiriendo una unidad de
fructosa a la sacarosa, a una molécula de agua o a otro fructano # (Figura 3).

Sacarosa
Fructosiltransferasa

Fructosiltransferasa

Ll

Figura 3. Mecanismo de accién general de las fructosiltransferasas en presencia de sacarosa.



Las fructosiltransferasas (FFTs), las fructanexohidrolasas (FEH), las invertasas de pared
celular y las invertasas vacuolares de las plantas son enzimas que pertenecen a la familia 32
de las glicosilhidrolasas, las cuales son muy similares a nivel molecular, pero con funciones
distintas 4. Todas estas enzimas a su vez, se encuentran agrupadas con las B-fructosidasas
y fructanhidrolasas microbianas, con las cuales comparten homologia. La familia GH32 se
agrupa también con la GH68 (donde se encuentran algunas levansacarasas, inulosacarasas
e invertasas) formando el clan GH-J o super familia B-fructosidasa (Tabla 1), con la cual a
pesar de ser poco similares en homologia, comparten un dominio compuesto por una -
propela de 5 hojas en el extremo N terminal, considerado el sitio activo de la enzima ¢y
donde se encuentran tres dominios cataliticos altamente conservados: WMNDPNG, RDP Y
EC los cuales participan en la catalisis ¥’ (Figura 4y 5)

POR HOMOLOGIA POR ACTIVIDAD CATALITICA

*  Fructosiltransferasas e Clan GH-J o
(SSTy FFT) superfamilia B-
fructosidasa

¢ Fructanexohidrolasas
(FEH)

* Invertasas de pared
Celular

* Invertasas vacuolares

* [B-Fructosidasas

¢ Fructanhidrolasas

Tabla 1. Clasificacidn de las glicosilhidrolasas. Recuadro rojo: fructosiltransferasas de plantas, recuadro azul:
fructosiltransferasas microbianas.
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Figura 5. Catalisis acido/base de las fructosiltransferasas. El residuo de Asp del motivo WMNDPNG o caja de

unidn a sacarosa (D23) actiia como nucledfilo y el residuo de Glu del motivo EC (E203) actua realizando la
catélisis dcido/base jugando asi un papel vital en el mecanismo 7.

[1.1.4. Enzimas que participan en la sintesis de fructanos.

Las fructosiltransferasas que participan en la sintesis de fructanos difieren por su afinidad
al sustrato y el producto formado, dentro de las fructosiltransferasas y FEH que participan

en la sintesis de fructanos se tiene:



[1.1.4.1. Sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST)

La sintesis de fructanos es iniciada a partir de sacarosa, por medio de la 1-SST la cual
produce 1-kestosa, transfiriendo un residuo de fructosa de una sacarosa donadora a una
aceptora.

[1.1.4.2. Fructan:fructan 1-fructosiltranferasa (1-FFT)
Teniendo 1-kestosa como sustrato, la 1-FFT polimeriza o elonga la cadena, transfiriendo
residuos de fructosa que aumentan el grado de polimerizacidn de la cadena.

[1.1.4.3. Sacarosa:fructan 6-fructosiltransferasa (6-SFT)

La enzima 6-SFT cataliza la formacion de bifurcosa, utilizando la sacarosa como donador de
unidades de fructosa y 1-kestosa (producto de la 1-SST) como aceptor 8. La 6-SFT también
sintetiza y elonga la cadena de fructanos tipo levano formando enlaces 3 (2,6), su actividad
ha sido identificada en algunos cereales como trigo, cebada y avena *°, &,

[1.1.4.4. Fructan:fructan 6G-fructosiltransferasa (6G-FFT)

Esta enzima se caracteriza por sintetizar fructanos de tipo neo-serie, formando enlaces en
los carbonos 1y 6 de la molécula de glucosa. La elongacién de la cadena en uno u ambos
extremos genera neo series de inulina, levanos o graminanos ramificados. La actividad 6G-
FFT se ha identificado en algunas plantas como Allium cepa, Lolium perenne L. y Asparagus
oficinallis °, 18,

[1.1.4.5. Fructan-exohidrolasas (FEH)

Las FEH de plantas monocotileddneas son especificas y promueven de forma preferente la
hidroélisis de enlaces B (2,1) (1-FEH) o B (2,6) (6-FEH). En conjunto con las
fructosiltransferasas las FEH permiten la acumulacién de un conjunto especifico de
fructanos %°.

[1.1.4.6. Invertasas

Hidrolizan el enlace glicosidico de la sacarosa para formar glucosa y fructosa. Dentro de las
invertasas acidas se encuentras las invertasas vacuolares (VI) y las invertasas de pared
celular (CW1) Y7,



I1.2. El agave y sus fructanos.

[1.2.1. Género agave

Ya sean plantas silvestres o plantas modificadas genéticamente, existe una amplia gama de
sistemas vegetales productores de fructanos, los cuales pueden tener diferente
concentracion y tipo de fructanos. Algunas de estas especies se caracterizan por ser de
importancia agrondmica, cultivandose en diferentes regiones ya sea para su consumo en
fresco o para la extraccién comercial de fructanos.

En género Agave Sensu Stricto es un género joven, el cual tiene de 7.8 a 10.1 millones de
afios 2. Tiene alrededor de 200 taxones, de los cuales 150 se extienden en 75% del territorio
mexicano y 129 son endémicos %2 por lo que México se considera el centro de origen y de
distribucién de éste. Restos de coprolitos con fibras masticadas, semillas y puntas de agave
sugieren que la inclusién del género a la dieta mexicana data de hace 10,000 afios 23, por lo
que representa un elemento cultural y econédmico muy importante para la sociedad
mexicana.

El uso de los Agaves por culturas locales mexicanas continda hasta la presente fecha,
variando desde la utilizacién de sus fibras para la fabricacién de ropa, textiles, herramientas
y artesanias hasta su uso para la preparacién de bebidas alcohdlicas como pulque (A.
atrovensis y A. americana), mezcal (A. potatarum) y tequila (A. tequilana Weber var. Azul)
2425 asi como para la produccion industrial de fructanos y jarabe de agave.

En México, el género Agave representa la fuente mas importante para la obtencién de
fructanos, los cuales se encuentran hasta en un 60% del total de los carbohidratos presentes
en la pifia. La presencia de éstos se ha reportado en especies como A. angustifolia, A.
fourcroydes, A. potatorum y A. cantala 2, sin embargo y por su importancia agrondmica y
comercial la especie mds estudiada es A. tequilana Weber var. Azul.

11.2.2. Agave tequilana Weber var. Azul

Clasificacion taxondmica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Asparagales
Familia Asparagaceae
Género Agave
Especie A. tequilana F.A.C. Weber
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La planta de A. tequilana es perenne con hojas dispuestas en espiral, arregladas en rosetas
en el dpice de un tallo, las hojas son suculentas, fibrosas, de forma linear, de margenes
dentados, con una espina al final del dpice y de color azul-verdoso, caracteristica que las
distingue, en la etapa madura presenta una inflorescencia racemosa que surge del
meristemo apical de la planta 22. Al igual que la mayoria de la especies del género Agave, A.
tequilana es una planta xerdfita, adaptada a vivir en condiciones climaticas desfavorables,
con largos periodos de sequia y altas temperaturas, posee estrategias para sobrevivir en
ambientes secos o periddicamente secos. Su metabolismo CAM (metabolismo acido de las
crasulaceas) constituye una especializacion fisiolégica que les permite tener una
transpiracién nocturna, fijando el carbono en acidos organicos, principalmente en acido
malico, el cual se acumula en la vacuola y es utilizado por la planta para la produccién de
carbohidratos durante el dia. Este metabolismo permite obtener una ganancia de carbono
con una perdida minima de agua, de tal manera que su supervivencia depende del volumen
de agua y de los carbohidratos almacenados durante la época favorable, de los cuales los
fructanos son el principal producto de la fotosintesis 26, 27.

En México, A. tequilana Weber variedad azul, es un cultivo econdmicamente importante,
debido a que por denominacién de origen es la Unica materia prima para la elaboracién del
tequila, sin embargo y por su alto contenido en carbohidratos, en anos recientes su uso se
ha extendido para la produccion de fructanos y jarabe de agave.

[1.2.3. Fructanos de Agave.

En el 2006, Marcilla Margali y Lopez demostraron que los fructanos de agave son mezclas
complejas, heterogéneas y polidispersas de fructooligosacaridos y fructanos tipo graminano
(glucosa externa) y agavina (glucosa interna) unidos mediante enlaces B (2,1) y B (2,6), en
donde las agavinas se encuentran en mayor abundancia *2.

La mezcla de fructanos en A. tequilana, el tipo de enlace y el grado de polimerizaciéon varian
de acuerdo a la edad de la planta. Durante su ciclo biolégico en el campo, la concentracion
de fructanos de A. tequilana aumenta hasta los 5 anos y posterior a esta edad permanecen
constante hasta los 7 afnos. Como se puede observar en la Figura 6, la proporcién de
agavinas/graminanos y un bajo grado de polimerizacién en plantas jovenes es similar al
inicio de la sintesis, aumentando la concentracién de agavinas, el grado de polimerizacion
y la complejidad estructural conforme la planta se va desarrollando (Mellado-Mojica &
Lépez 2012).
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Figura 6. Fructanos de A. tequilana a través del ciclo bioldgico. Entre los 2 y los 4 afios, las plantas de A.
tequilana sintetizan fructanos de bajo grado de polimerizacion, los cuales son usados por las
fructosiltransferasas para sintetizar moléculas mas complejas y ramificadas con un alto grado de
polimerizacidn (agavinas) las cuales son los principales fructanos que se acumulan durante la etapa madura
(5-7 afios).

[1.2.4. Fructosiltransferasas de Agave tequilana.

Para la sintesis e hidrdlisis de fructanos en A. tequilana participan cuatro diferentes
enzimas: la 1-SST, la 1-FFT, la 6-SFT, la 6G-FFT y la FEH.

11.2.4.1. 1-SST

Los ADNc que codifican para la 1-SST fueron aislados, clonados y expresados en el sistema
heterdlogo Pichia pastoris °, asi mismo otra isoforma (1-SST-2) fue caracterizada a nivel
genético y funcional en A. tequilana 3°.

11.2.4.2. 1-FFT

La expresién del gen que codifica para esta enzima se ha identificado en diferentes tejidos
de A. tequilana y A. inaequidensis bajo condiciones de estrés, siendo mayor la expresidén en
tejidos de mesontle 3!, también se ha detectado la presencia de actividad 1-FFT en otros
tejidos de A. tequilana, asi como su actividad in-vitro usando vacuolas extraidas de mesontle
de Agave 32, 33,

12



11.2.4.3. 6G-FFT

Dos isoformas de esta enzima fueron caracterizadas a nivel genético y funcional en tejidos
de mesontle y hoja, asi mismo su caracterizacion funcional se llevd a cabo usando 1-kestosa
y sacarosa como sustrato 30, 34,

[1.2.4.4. 6-SFT

Su actividad se ha demostrado en estudios in-vitro al poner en contacto las vacuolas de
FAZY con sacarosa 200 mM como sustrato, sin embargo en estudios recientes de
transcriptoma, no identificaron secuencias que codifiquen para esta enzima, esto
posiblemente debido a que los niveles de expresién de la enzima son muy bajos o son
especificos de tejidos 34,32, e

[1.2.4.5. FEH
Cuatro isoformas de esta enzima se ha detectado en A. tequilana 3.

[1.2.4.6 Invertasas vacuolares (InvV) y de pared celular (CWInv)

La presencia de las distintas isoformas reportadas en A. tequilana es consistente con las
multiples isoformas reportadas en otras especies, como A. thaliana y Oryza sativa
Encontrandose en A. tequilana 2 isoformas de invertasas vacuolares y 2 invertasas de pared
celular 34,

A pesar de que solo se han reportado algunos genes que codifican para FTFs en A. tequilana,
la actividad bioquimica in-vitro de la 1-SST, 1-FFT, 6G-FFT, 6-SFT y la FEH ha sido identificada
de manera in-vitro usando vacuolas y protoplastos de agave, como fuente de FTFs 32, 3°,

6-SET NEO-KESTOSA 1-FET
Levanos neo-serie = | —— + Inulina neo-serie
B (2,6) B(2,1)
’ 6G-FFT
6-SFT 6-SFT 1-SST 1-FFT
Levanos B (2,6) «—— 6-KESTOSA SACAROSA 1-KESTOSA Inulina B (2,1):
C-ere-ee O O-eae O
\ 6-SFT
(O Glucosa BIEURCOSA ﬂ Graminanos
@& Fructosa 6-SFT B (2,1)and B (2,6)
®
o T

Figura 7. Diagrama general de sintesis de fructanos en A. tequilana.
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I1.3. Sintesis de FOS in-vitro.

La produccién industrial de FOS involucra el uso de enzimas con actividad
fructosiltransferasa. La mayoria de las sintesis industriales de FOS utilizan como fuente
enzimdatica células completas de microrganismos, entre los cuales se encuentra hongos
como Aspergillus japonicus, A. niger, A. sydowi, A. foetidus, A. oryzae, A. pullulans,
Penicillium citrinum, P. frequentans y Fusarium oxysporum, bacterias como Arthrobacter
sp., Zymomonas mobilis, Lactobacillus reuteri y Bacillus macerans y levaduras como
Kluyveromyces y Candida albicans 3°.

También se han utilizado enzimas purificadas e inmovilizadas como fuentes de
fructosiltranferasa, la cuales son separadas del medio celular usualmente por
centrifugacién y posterior precipitacién, ultrasonicacién o por medio del uso de columnas
cromatograficas 3°.

A diferencia del uso enzimas de microorganismos, con el uso de enzimas provenientes de
fuentes vegetales el grado de polimerizacidon de los fructanos sintetizados puede ser
variable, debido a las diferentes condiciones climaticas del cultivo de la planta, la edad, el
periodo de cosecha y las condiciones de almacenamiento, las cuales afectan directamente
la concentracién y actividad enzimatica 3’. También se han hecho esfuerzos por obtener
FOS de plantas transgénicas de tabaco y papa 3&.

La mayoria de las sintesis se han enfocado a la produccidon de 1-kestosa y 1-nistosa,
existiendo pocos reportes sobre la produccién de otros FOS como neo-kestosa y 6-kestosa,
la cual se ha logrado sintetizar a partir de B-fructofuranosidasas de Schwanniomyces
occidentalis obteniendo rendimientos de hasta 76 g/L 3°.

Dentro de la sintesis de FOS de agave, se ha llevado a cabo una hidrélisis térmica de
fructanos de agave de alto grado de polimerizacién, con posterior purificacién utilizando
células de Pichia pastoris, la cual solamente utiliza como fuente de carbono fructosa y
glucosa “°, también se han utilizado exo y endo inulinasas para la obtencién de FOS
ramificados a partir de agavinas de Agave angustifolia **

Desde el punto de vista industrial, la extraccidon de FOS a partir de plantas y sintesis quimica
no son econémicamente viables, debido a los altos costos y a los rendimientos variables,
por lo que la produccién enzimatica de FOS provee una alternativa costeable y efectiva para
la obtencién de éstos ¥’.
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[1.3.1. Fuentes alternativas de sustratos para la sintesis de FOS.

Los desechos organicos generados por la agricultura son una fuente abundante de biomasa
natural, la cual puede ser reciclada mediante la produccién de compuestos de interés
comercial, es asi como mediante el uso de materiales provenientes de la industria, el
desarrollo tecnoldgico sustentable es una alternativa para reducir el impacto ambiental 42.

Pocos estudios han reportado el uso de otras plantas como fuente de sustrato para las FTFs,
el uso de yacén # y stevia % proveen una fuente importante para la obtencidén de
endoinulinasa, asi como para la produccién de bioetanol, sin embargo la produccién de FOS
a partir de este tipo de sustrato no se ha estudiado a detalle, por lo que el uso de desechos
agro-industriales representa una alternativa para su obtencidn.

Dentro de las plantas que producen fructanos, algunas son cultivadas por su produccion
frutal, entes las cuales se tiene a la pera, la ciruela, el platano, la manzana, las uvas y
recientemente se sabe de la presencia de FOS en el fruto de F. x ananassa 1, **.
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Il.4. Fragaria x ananassa.

Clasificacidon taxondmica

Reino Plantae
Divisidn Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Fragaria
Especie Fragaria x ananassa

La especie F. x ananassa es una de las plantas domesticadas mas joven. Su origen, el cual
fue producto de una hibridacién entre Fragaria virginata de Norteamérica y Fragaria
chiloensis de Sudamérica data del siglo XVIIl y fue documentando por el botanico Antonie
Nicolas Duchense .

F. x ananassa es una planta herbdcea, octoploide, de porte bajo que generalmente no
supera los 30 cm de altura, su ciclo vegetativo es perenne, aunque la durabilidad de las
plantaciones dependa del clima #6. Tiene un sistema radicular variable, con raices primarias
y secundarias alrededor de la corona, las cuales crecen rdpidamente en el periodo de
frutescencia durante el invierno y la primavera, etapa en la que hay poca demanda de agua
en las hojas, funciona también como almacén de carbohidratos en el invierno /.

Las hojas, normalmente trifoliadas varian en tamafio y forma, su produccién también es
regulada por condiciones ambientales como el fotoperiodo y la temperatura y tienen un
ciclo de vida de uno a tres meses, para después ser reemplazadas por hojas nuevas. El
estoldn es un tallo rastrero que es emitido por la planta cuando el fotoperiodo y la
temperatura son favorables, es una forma de propagacién asexual y es producida por la
planta mediante yemas axiales que se localizan en la corona “®.

El fruto se origina en el racimo floral que depende directamente del tallo. Por lo general,
cada racimo consta de cuatro flores hermafroditas y auto fértiles llamadas primaria,
secundaria, terciaria y cuaternaria en razon de su tamano y secuencia en que se forman, la
flor primaria produce el fruto de mayor tamafio 4.

I1.4.1. La corona de Fragaria x ananassa

Botanicamente la corona es el tallo de la planta, es un érgano corto, fibroso, donde se
originan las raices, hojas, frutas y estolones. Este tejido vascular forma un cilindro con
conductos en espiral alrededor de todo el 6rgano, que suministrada a toda la planta de agua
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y de nutrientes desde cualquier punto a lo largo de la circunferencia, por lo que es
altamente resistente a la congelacion #7.

La coronas F. x ananassa son una fuente importante de carbohidratos, por lo que pueden
estar involucradas en el desarrollo de la planta y su relacién con el dulzor del fruto *8. Los
principales carbohidratos solubles presentes en la corona de F. x ananassa variedad
Camarosa son glucosa, sacarosa y fructosa los cuales disminuyen su concentracién al inicio
de la etapa de frutescencia 8. Existen otros carbohidratos en las corona presentes en
concentraciones mas bajas como xilosa, arabinosa, mio-inositol y almiddn.

Se ha reportado la presencia de polimeros de fructosa como 1-kestosa, 1-nistosa,
neokestosa y kestopentosa Unicamente en los frutos de la especie Fragaria vesca, siendo la
concentracién de 1-kestosa la mds alta con 43 pg/g de peso seco 4, sin embargo la
presencia de FOS en frutos y otros drganos de F. x ananassa no ha sido reportada, por lo
que surge el interés de saber si este tipo de carbohidratos se acumulan en érganos de
reserva como la corona.

Figura 8. Corona de F. x ananassa.

I1.4.2. Estatus comercial y mexicano

El valor nutricional de las fresas es atribuido al alto contenido de compuestos fendlicos, los
cuales son responsables de importantes propiedades organolépticas como el sabor, el
aroma, el color y la apariencia #°. Sin embargo, la produccién de fresa arroja al afio de
toneladas de residuos agrondmicos, los cuales pueden ser reutilizados.
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Las plantas de fresa es uno de los cultivos frutales econdmicamente mas importantes en el
mundo, produciendo mas 7.5 millones de toneladas al afio (FAOSTAT). México se encuentra
entre los 10 principales productores de fresa a nivel mundial, y su produccién nacional
asciende a 458,972 toneladas al ano (FAOSTAT).

Desde 1950 México depende del material vegetativo de Estado Unidos, del cual se importan
alrededor de 20 millones de plantas al afio para utilizarse con fines de propagacién, esto se
repite cada afo debido a la insuficiencia de horas-frio, y al ataque de F. oxysporum vy el
complejo viral los cuales causan del 10 al 30% de mortalidad y disminuyen la calidad de la
fruta drasticamente *° .

En Irapuato, Guanajuato, la tercer regién productora de fresa en México se han logrado
grandes avances en programas de cruzamiento, con la finalizad de crear variedades mejor
adaptadas al clima mexicano y mas resistentes a las enfermedades. Entre ellas destacan las
variedades Pakal y Nikté que fueron liberadas al campo en 2009, las cuales rednen las
caracteristicas fisioldgicas deseadas “°.

I1.4.3. F. x ananassa variedad Nikté y Pakal

Mediante un programa de mejoramiento genético del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y el Centro de Investigacidn y Estudios Avanzados
(CINVESTAV) se han desarrollado distintas variedades de fresa, entre las cuales destacan la
variedad Nikté y Pakal que fueron liberadas a campo en el 2009. Estas variedades muestran
caracteristicas de alta precocidad, productividad, calidad de fruta y tolerancia a las
enfermedades, asi mismo estan adaptadas al clima de Irapuato, Guanajuato 6. Nikté es una
variedad de dia corto que se caracteriza por su fruta de tamafio grande, color externo rojo
brillante y pulpa roja, Pakal es de dia neutro, es decir, que se adapta al foto periodo, ambas,
tienes un rendimiento superior a 50 toneladas por hectarea.
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II.5. FOS y salud.

[1.5.1. éPor qué sintetizar FOS?

Debido a sus propiedades nutricionales y benéficas a la salud como su bajo indice glicémico,
su baja cancerogenicidad y dulzor moderador, el uso de FOS en la industria de alimentos ha
aumentado en afios recientes °1.

Al ser carbohidratos no-digeribles, los FOS han sido probados por sus efectos sobre la
microbiota del intestino >!. Estos presentan importantes propiedades fisicoquimicas y
fisioldgicas, benéficas para la salud de los consumidores, caracteristicas por las cuales se
consideran prebidticos, los cuales por definicidn son aquellos sustratos que son utilizados
selectivamente por la microbiota intestinal y que generan un beneficio a la salud del
hospedero *2.

Un criterio clave para que un alimento pueda ser considerado prebidtico es que no debe de
ser hidrolizado o absorbido en la parte superior de tracto gastrointestinal de modo que
llegue al colon, asi mismo debe ser sustrato selectivo y estimular el crecimiento de una o
mas bacterias benéficas, para inducir efectos locales o sistémicos a través de los productos
de la fermentacion >2.

El consumo de agavinas de bajo grado de polimerizacién (promedio de DP=8) y otros FOS
como 1-kestosa modifica la microbiota intestinal, la cual como productos de Ia
fermentacion produce acidos grasos de cadena corta (SCFAs) como acético, propidnico, y
butirico, estimulando asi la produccién de hormonas como GLP-1, las cuales a su vez, estan
involucradas con la sensacion de saciedad en el hipotdlamo, ayudando a disminuir la ingesta
de alimentos y reduciendo el peso corporal 3, >4, >, Implementar FOS a la dieta también
reduce el riesgo de padecer, enfermedades cardiovasculares y diabetes, ya que regula la

concentracion de glucosa en la sangre y disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos
56

En modelos murinos, el consumo de FOS también incrementa la absorcion de minerales
como el calcio y el magnesio. Los SCFAs producidos por las bacterias disminuyen el pH en el
lumen creando asi un ambiente acido y mas favorable para la solubilidad de los minerales,
incrementando la formacion dsea, la cual es dependiente de la estructura y el grado de
polimerizacidn del fructano 7, %8,

[1.5.2 Estatus comercial de fructooligosacaridos.

Los FOS son los oligosacaridos mas estudiados y utilizados en el mercado Europeo de
alimentos (Chen et al. 2000; Qiang et al. 2009; Nobre et al. 2013). Se estima que la demanda
mundial de prebidticos es de 1,67,000 toneladas con ganancias de 225 millones de ddlares
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al afio, siendo Japdn uno de los consumidores principales (69,000 ton/afio), entre éstos los
FOS son de los mas populares.

La solubilidad de los fructanos los hace atractivos para su uso en diferentes productos como
panificacidn, lacteos, emulsificantes, endulzantes, sustitutos de grasa, entre otros.
Diferentes compafiias comercializan fructanos, los cuales varian en grado de
polimerizacién, método y fuente de obtencion, presentacion y pureza, haciendo sus
productos bajo el nombre de distintas marcas como Meiji Seika, Orafti, Sensus, Cargill,
Smart Nutrition, Jarrow Formulas, Douglas Lab, Nutricology, entre otras. Compaiiias como
Wako y Sigma-Aldrich producen FOS de alta pureza (80-99%), los cuales son utilizados en
laboratorios con fines analiticos 3. En México, la produccién de fructanos de Agave se
encuentra a cargo de empresas como IMAG, Campos Azules, Nutriagave, IIDEA, Alit, entre
otros. La mayoria de estos productos son de exportacion.

20



1. JUSTIFICACION

El estilo de vida sedentario, el consumo en exceso de alimentos altos en grasas vy
carbohidratos asi como la falta de informacidn nutrimental ha ocasionado a nivel mundial
un gran incremento en enfermedades como la diabetes, el sindrome metabdlico, y
enfermedades cardiovasculares, las cuales estdan directamente relacionadas con la
alimentacion.

Para combatir estos problemas se han buscado alternativas, entre las cuales se encuentra
la inclusion de prebidticos a la dieta, los cuales mediante diversos estudios se ha
demostrado ayudan a modificar directamente la microbiota intestinal creando metabolitos
que ayudan a mejorar la salud humana. Uno de los principales y mas estudiado grupo de
prebidticos son los fructooligosacaridos, los cuales se pueden obtener de manera natural a
partir de distintas fuentes naturales, entre las cuales destacan las plantas de Agave.

En México, el consumo de fructanos de Agave ha aumentado en los ultimos afos, sin
embargo la obtencidn de éstos depende de la disponibilidad de las plantas en campo, las
cuales tardan hasta 7 afios en madurar y que a su vez estan expuestas a plagas y
enfermedades que pueden mermar la cosecha.

Una alternativa en la obtencién de prebidticos poco explorada es la sintesis in-vitro. Las
enzimas presenten en las plantas de A. tequilana pueden representar un fuente importante
de fructosiltransferasas para la sintesis de fructanos, aunado a esto, el uso de sustratos
prevenientes de plantas como F. x ananassa representa una alternativa para el uso
desechos proveniente de la agricultura.

El presente trabajo ayudard a conocer si las enzimas de protoplastos de A. tequilana y
sustratos proveniente de coronas de F. x ananassa son un buen sistema para la sintesis de
prebiodticos. Asi mismo, se conocerd cual es el perfil de carbohidratos presentes en las
coronas de F. x ananassa a través de su ciclo bioldgico, para determinar que etapa contiene
la mayor cantidad de sustrato para la sintesis de FOS.
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IV. HIPOTESIS

La sacarosa y fructooligosacdridos presentes en la corona de F. x ananassa son el sustrato
para las fructosiltransferasas presentes en protoplastos de A. tequilana Weber var. Azul
en la biosintesis in-vitro de fructanos.
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V. OBJETIVOS.

V.1. OBJETIVO GENERAL.

Biosintesis in vitro de FOS usando el sistema enzima A. tequilana - sustrato F. x ananassa.

V.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar el perfil de fructanos en las coronas de F. x ananassa variedad Pakal y
Nikté durante su ciclo biolégico

2. Aislar protoplastos de mesontle de A. tequilana Weber var. Azul

3. Realizar ensayos de biosintesis enzimatica en el sistema A.tequilana - F. x ananassa
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VI. MATERIALES Y METODOS.

Muestreo de A. tequilana

}

Obtencién de protoplastos
e identificacién por
microscopia

Prueba de la actividad
enzimatica de FAZY por
TLC

v

FUENTE DE
ENZIMAS

Muestreo de F. x ananassa

Obtencion de coronas y

extraccion acuosa de
carbohidratos

\ 4

Identificacion de carbohidratos
por TLC y cuantificacién por
HPAEC-PAD

FUENTE DE
SUSTRATO

\ 4

Biosintesis de FOS en el
sistema A.tequilana - F. x
ananassa

v

Identificacion de productos de
sintesis por TLC y HPAEC-PAD

Figura 9. Diagrama general de trabajo para la biosintesis de FOS en el sistema A. tequilana - F. x ananassa.
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VI.1. Agave tequilana.

VI.1.1. Material vegetal.

Se analizaron plantas de A. tequilana Weber variedad Azul de 3, 4 y 5 afios de edad
provenientes del municipio La Romita ubicado en el estado de Guanajuato. Todas las
plantas fueron proporcionadas por la empresa Inulina y Miel de Agave (IMAG) ubicada en
Capilla de Guadalupe, Jalisco, México.

VI.1.1.1 Seleccién y manipulacién del material vegetal.

La seleccién de material bioldgico se llevd a cabo de acuerdo a los criterios establecidos en
campo. Durante el mes de agosto de 2016 y febrero de 2017 se eligié al azar una planta de
cada edad que estuviera visiblemente libre de enfermedades, posteriormente, las plantas
recién jimadas se trasladaron al laboratorio de Quimica de Productos Naturales del Centro
de Investigacién y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Irapuato,
para inmediatamente llevar a cabo la obtencién de protoplastos del mesontle.

Con la finalidad de obtener sélo el mesontle y retirar con mayor facilidad el tejido, las
plantas se partieron con ayuda de un machete y un martillo en 8 partes, el tejido se pesé y
de éste se tomd 10 g para la obtencién de protoplastos, el mesontle restante se etiquetd y
refrigerd a -20°C para estudios posteriores. Todos los ensayos se llevaron a cabo por
triplicado

VI.1.2. Obtencidn de protoplastos.

Siguiendo el método de Krignstad y Robert con modificaciones *° ©°, 2 g de tejido fresco de
mesontle fueron cortados en trozos de aproximadamente 2 mm con ayuda de un bisturi,
posteriormente se colocaron en un matraz kitasato en proporcion 1:10 (tejido/medio de
digestion) para infiltrar al vacié por 10 min a 250 mbar de presion con la finalidad de que el
medio de digestidn penetrara en el tejido, el medio de digestion es una mezcla de manitol
0.7 M, mes NaOH 50 Mm a pH 5.5, MgCl; 5 Mm, celulasa al 2% y pectinasa al 1%.

Para llevar a cabo la digestion de la pared celular, el tejido infiltrado se mantuvo en agitacién
suave a 50 rpm durante 4 horas a 30°C, una vez digerido se filtré para remover los sélidos
y posteriormente se lavé con 5 ml de buffer de resuspensién fresco (manitol 0.5 M, tris HCI
25 mM y EGTA 5 mM a pH 8.8), posteriormente se centrifugé a 80 g por 20 min para
remover el sobrenadante y lavar con 30 ml mas de buffer de resuspensién fresco, por ultimo
se centrifugd por segunda vez, se removid el sobrenadante y se alicuoto en tubos.

Con el objetivo de concentrar las enzimas presentes en los protoplastos, una vez obtenidos
estos se depositaron en tubos Amicon Ultra y se centrifugaron a 40000 rpm y 4°C durante
20 min, posteriormente con una pipeta se recuperd el concentrado y el precipitado por
separado. Ambas partes se almacenaron a -20°C para estudios posteriores.
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VI.1.2.1. Visualizacién de protoplastos

Para confirmar la presencia de protoplastos, al precipitado obtenido se le agregd una
solucién de tincion de rojo neutro al 1% en sacarosa 0.6 M.

Una gota de la muestra se colocd sobre un portaobjetos y se observé a 10, 30, 40 y 100x en
un microscopio 6ptico Leica.

VI.1.2.2. Conteo de células viables/ml

Para conocer el numero de células viables por mililitro de protoplastos se tomaron 200 ul
de una mezcla 1:1 (protoplastos/rojo neutro 1%) los cuales se colocaron en una camara de
Neubauer de 0.1 mm de profundidad, posteriormente se observaron al microscopio éptico
para contar el nUmero de células visibles de los 4 cuadrantes de las esquinas, después del
conteo se calculd el nimero de células viables por ml de protoplastos.

Los cdlculos de hicieron de la siguiente manera:

) ) ] Numero de células viables
Porcentaje de células viables = - - x 100
Numero total de células

) Células viables
Promedio del nimero de celulas =

Numero de cuadros

L Volumen final
Factor de dilucion =

Volumen de células aplicado

Concentracion = Promedio x Factor de dilucion x 10*

VI.1.2.3. Cuantificacién de proteina.

La concentracion de proteina presente en los protoplastos concentrados se llevd a cabo
mediante el método de Bradford siguiendo el procedimiento estandar para microplatos. Se
colocaron 10 ul de muestra de protoplastos recién obtenidos mas 200 ul de reactivo de
Bradford (1:4 reactivo/agua) en cada pozo, se agitd 5 segundos y se leyd su absorbancia a
595 nm en un lector de microplacas de Elisa marca Bio-Rad.

La cuantificacion de proteina se obtuvo a partir de la curva de 10 puntos hecha de albumina
de suero bovino de 96% de pureza utilizando el software X-Mark.
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VI.2. Fragaria x ananassa.
VI.2.1. Seleccidn del material vegetal.

Se seleccionaron 60 plantas de F. x ananassa de raiz desnuda provenientes de estolones de
planta madre de aproximadamente tres meses de edad de las variedades Pakal y Nikté
provenientes de los predios experimentales a campo abierto ubicados en el municipio de
Pueblo Nuevo, Guanajuato.

Después de la seleccidn, las plantas se trasladaron a los invernaderos del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados del Politécnico Nacional, Unidad Irapuato para ser re-
plantadas en macetas individuales, se regaron 3 veces por semana para mantener constante
la humedad de la tierra y diariamente se monitored su crecimiento y adaptacion al
invernadero con la finalidad de obtener plantas sanas para llevar a cabo el estudio.

Las plantas de F. x ananassa fueron donadas por el Dr. Pedro Ddvalos del Instituto Nacional
de Investigacidn Forestal Agricola y Pecuario.

VI.2.1.1. Obtencidn de coronas de F. x ananassa

Para la obtencién de coronas a las distintas etapas de desarrollo, cada planta de F. x
ananassa se extrajo de su maceta y se lavd a chorro de agua para eliminar la tierra,
posteriormente se contd el nUmero de hojas, flores y frutos. Con la ayuda de un vernier se
midié el tamafio aproximado de la raiz y la altura de la planta, finalmente con un bisturi se
le removieron las raices, hojas y tallos para tener solo la corona.

Esta corona se cortd en trozos de aproximadamente 3 mm de espesor y se liofilizé durante
tres dias para remover la humedad, una vez liofilizada cada corona se trituré en un mortero
de agata y se almacend individualmente en un desecador para estudios posteriores. Los
frutos de las plantas también fueron liofilizados, molidos y almacenados.

La remocién de las coronas se llevd a cabo en tres etapas de desarrollo: vegetativa, floracion
y frutescencia.

VI.2.1.2 Extraccion de carbohidratos de corona de F. x ananassa.

Para la extraccién acuosa de fructanos 100 mg de tejido liofilizado y molido de las coronas
de F. x ananassa se colocaron en 1 ml de agua, la extraccion se llevé a cabo en un
termomixer a 80°C durante 15 min a 100 rpm, se centrifugaron durante 10 min a 10000
rom vy se separo el sobrenadante de los sélidos, el cual se almacend y congeld a -20°C para
estudios posteriores.

27



VI.2.2. Caracterizacion de fructanos de corona de Fragaria x ananassa.

VI.2.2.1. Cromatografia de capa fina (TLC) de fructanos de corona.

Para conocer el perfil de los fructanos extraidos de las coronas, se colocaron sobre una placa
de silice 1 ul de cada extraccién de fructanos con concentracion de 100 mg/ml, la placa con
las muestras aplicadas y secas, se corrid 4 veces en una cdmara de vidrio para TLC que
contenia una fase movil de proporcion (12:3:4) propanol/butano/agua.

Al final de la cuarta corrida, la placa se dejé secar hasta su totalidad y posteriormente se
rocié con una solucién reveladora de carbohidratos compuesta de difenilamina, anilina y
acido fosférico. La placa se revelé en un horno a 120°C por 60 segundos.

VI.2.2.2. Cromatografia de intercambio anidénico acoplada a un detector de pulso
amperométrico (HPAEC-PAD) de fructanos de corona.

Para confirmar la presencia de los carbohidratos presentes en las coronas de F. x ananassa
se prepararon extracciones acuosas de carbohidratos con una concentracién final de 5
mg/ml, posteriormente se centrifugaron y se pasaron por un filtro de 0.02 um. Una vez
preparadas las muestras se realizé el analisis de HPAEC-PAD en un equipo DIONEX ICS-300
en el cual se inyectaron 20 ul de cada una bajo las siguientes condiciones:

Columna: Carbopac 100

Eluente: NaOH 0.23M + CH3COO" Na* 0.5 M + H,0 miliQ.
Temperatura: 25°C

Rango de Flujo: 0.5 - 0.8 ml/min

Detector: PAD (Detector de pulso amperométrico, por sus siglas en inglés)

VI.3. Biosintesis de fructanos en el sistema A. tequilana - F. x
ananassa

VI.3.1. Ensayo de sintesis enzimatica.

Una vez obtenidos los protoplastos de mesontle de A. tequilana y los extractos de fructanos
de corona de Fragaria x ananassa se realizaron los célculos necesarios para llevar a cabo los
ensayos de sintesis enzimatica. Cada ensayo enzimatico estaba formado por una mezcla
que contenia enzima (protoplastos al 0.15 mg/ml de proteina), buffer de acetato de sodio
de 5.5 pH y sustrato (extracto de corona al 3, 5, y 7.5%), la reaccion se incubé a 30°C en un
termomixer para tubos eppendorf de 2 ml y se monitored a diferentes intervalos de tiempo,
hasta completar 52 horas. Para detener la reaccidén cada tubo se colocé en agua a ebullicion
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durante 5 min. Todas las reacciones se hicieron por triplicado y se almacenaron a -20°C
para posteriores analisis.

VI.3.2. Caracterizacion y cuantificacion de productos en el sistema A. tequilana — F.
X ananassa.

La caracterizacidn de los productos se llevd a cabo mediante las técnicas de cromatografia
de capa fina (TLC) y cromatografia de intercambio anidnico acoplada a un detector de pulso
amperométrico (HPAEC-PAD), las cuales se realizaron siguiendo el mismo procedimiento
usado para la caracterizacion de fructanos de coronas de F. x ananassa. La cuantificacion
de los productos se realizd a partir de curvas de calibraciéon de al menos cinco puntos,
utilizando el software chromeleon.

VI.4. Analisis estadistico.

VI1.4.1. ANOVA.

Los datos correspondientes al tamafio de las coronas se realizaron mediante un analisis de
varianza unidireccional (One-way ANOVA) utilizando el graficador R Studio. Se utilizé un
arreglo factorial de 3 x 6, con 6 réplicas biolégicas y 18 plantas por lote, para cada una de
las variedades.
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VII. RESULTADOS

VII.1. F. x ananassa variedad Pakal y Nikté a través de su desarrollo.
VII.1.1. Plantas de F. x ananassa variedad Pakal y Nikté.

Una vez instaladas y adaptadas al invernadero, el desarrollo de las plantas de F. x ananassa
de ambas variedades se monitored diariamente, en el cual la temperatura de crecimiento
de las plantas oscilo entre los 25 a 28 °Cde diay 12 a 14 °C de noche. La edad de las plantas
obtenidas a partir de estolones de planta madre antes de su adaptacién al invernadero era
de 3 meses de edad aproximadamente.

Las etapas a las que se llevaron a cabo los estudios fueron: vegetativa, florescencia y
frutescencia (Figura 10).

Etapa vegetativa (Septiembre 2016): En esta etapa, las plantas de 3.5 meses de edad, se
encontraban visualmente libre de flores y frutos, Unicamente con presencia de hojas y
tallos.

Etapa de florescencia (Octubre 2016): Las plantas seleccionadas para esta etapa fueron
aquellas que tuvieron minimo una flor, oscilando el nimero de estas entre una vy tres flores
por planta, todas compuestas por 6 pétalos blancos, en las cuales el capullo se encontraba
totalmente abierto. No habia diferencia fisica de las flores entre ambas variedades.

Etapa de frutescencia (Diciembre 2016): Esta etapa comenzd a los seis meses de edad. Ya
gue durante este periodo, las plantas tenian tanto flores como frutos, el criterio que se
utilizé fue el mismo que en la etapa de frutescencia, tomando solo las plantas que tuvieran
por lo menos un fruto maduro y oscilando éstos entre uno y seis. Los frutos colectados, eran
muy aromaticos, de epidermis roja caracteristica y en estado completo de maduracién.

Vegetativa Florescencia Frutescencia

= > R > ©

m-x — 2

Figura 10. Plantas de F. x ananassa variedad Pakal y Nikté a través de su desarrollo.
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VII.1.2. Coronas de F. x ananassa variedad Pakal y Nikté.

El analisis de varianza mostré que el tamaio de las coronas a través del crecimiento fue
significativo en ambas variedades F (2,15)=51.59, p < 0.001 y F (2,15)=29.78, p < 0.001 para
Pakal y Nikté, respectivamente. El crecimiento de las coronas fue aumentando conforme la
planta se iba desarrollando (Figura 11), teniendo un promedio en el largo de corona
durante la etapa vegetativa de 1.56 mmy 2.37 mm, llegando hasta 3.92 mmy 3.52 mm en
la etapa de fruto para Pakal y Nikté, respectivamente (Tabla 2).

Tamaiio de coronas de F. x ananassa variedad Pakal y
Nikté a través de su ciclo bioldgico.

Variedad Etapa Numero de Promedio del
muestras largo de la
corona (cm)

Vegetativa 6 1.56 £0.29

Pakal * Flor 6 3.01£0.97
Fruto 6 3.92+0.73

Vegetativa 6 2.37 £0.52

Nikté* Flor 6 2.85 +0.70
Fruto 6 3.52£0.59

Tabla 2. Tamanio de coronas de F. x ananassa variedad Pakal y Nikté a través de su ciclo bioldgico. Todas las
coronas cumplieron con el tamafio minimo internacional requerido de 8 mm ©%,

* p <0.001
Vegetativa Florescencia Frutescencia
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E

Figura 11. Coronas de F. x ananassa variedad Pakal y Nikté en diferentes etapas de desarrollo.
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VII.1.3. Perfil de carbohidratos en coronas de F. x ananassa durante su ciclo
bioldgico.

VII.1.3.1 Extraccidn térmica de carbohidratos.

Para obtener los carbohidratos presentes en las coronas liofilizadas de F. x ananassa
variedad Pakal y Nikté se determind que la mejor extraccion fue en un sistema acuoso,
durante 15 min a 80°C, con posterior centrifugacién y separacion de sdlidos.

VI1.1.3.2 Identificacidn de carbohidratos por cromatografia de capa fina.

Para conocer el perfil general de carbohidratos presentes en las coronas de F. x ananassa,
se llevod a cabo un analisis por cromatografia en capa fina (TLC). Los estandares utilizados
para la cromatografia fueron la escala de FOS (donde se encuentran los monosacaridos
glucosa, fructosa, seguidos de sacarosa, 1-kestosa, 1-nistosa y DP5), la escalera de MOS
(glucosa, maltosa, maltotriosa, maltotetraosa, maltopentosa, maltohexosa, maltoheptosa)
asi como fructanos de A. tequilana de 4 afios de edad, raftilose (fructanos de la serie F) y
raftiline.

Los monosacdridos glucosa, fructosa y el disacdrido sacarosa se encuentran presentes a lo
largo de todas la etapas de desarrollo de Nikté y Pakal, asi mismo se observa la presencia
de un compuesto de DP=2 que corresponde con el estdndar de maltosa. Con mayor
intensidad en las etapas de frutescencia y florescencia en ambas variedades se observé la
presencia de un compuesto cercano al estandar de 1-nistosa, asi como la existencia de
compuestos de mayor grado de polimerizacion sobre la linea base (Figura 12)

PAKAL NIKTE

BREE s Bee® BB e e
BEEERsaese S e eEeew .
% . .
L A ‘ :
. g »
: -
.~ . . = . 0 - . . - B - - ‘ - l
FOS MOS A.t. RSE RNE
L J L J L ) L ) L ) L )
T T T T T T
Vegetativa  Florescencia Fruto Vegetativa Florescencia  Fruto

Figura 12. Perfil de carbohidratos de corona de F. x ananassa variedad Nikté y Pakal por cromatografia de
capa fina (TLC). G: glucosa, F: fructosa, 1-K: kestosa, 1-N: 1-nistosa, DP5: kestopentosa, A.t.: Fructanos de A.
tequilana, RSE: Raftilose y RNE: Raftiline, revelador de TLC: propanol/butanol/agua, temperatura de
revelado: 120 °C.
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VI1.1.3.3. Cuantificacidn de carbohidratos solubles.

Para confirmar la presencia de los carbohidratos observados mediante TLC se llevé a cabo
un analisis cuantitativo por medio de cromatografia de intercambio anidnico, acoplada a un
detector de pulso amperométrico (HPAEC-PAD).

En las coronas de la variedad Pakal existe una diferencia significativa en la concentracion de
glucosa y fructosa durante todas las etapas, por otro lado la tendencia de la sacarosa es
disminuir conforme la planta va desarrollandose. Con base a los estandares se pudo
identificar que la sefal del oligosacarido maltosa aumenta de la etapa vegetativa a la
reproductiva y que los fructooligosacaridos 1-kestosa, 6-kestosa y 1-nistosa tiene una
tendencia variable, sin embargo, estan presentes en las tres etapas de crecimiento, asi
mismo la variacién en los datos de concentracidon de polisacaridos es mayor que para
glucosa, fructosa y sacarosa (Figuras 13 y 14). La presencia de otros carbohidratos en las
muestras no pudo ser identificada.
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Figura 13. Perfil de glucosa, fructosa y sacarosa en coronas de F. x ananassa variedad Pakal. A)
cromatograma de estandares. B) cromatograma de coronas, C) concentraciones en corona. *p < 0.05
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Las coronas de plantas de F. x ananassa variedad Nikté presentaron perfiles diferentes en
las concentraciones de glucosa, fructosa y sacarosa durante las tres etapas de desarrollo
(Figura 15). Por otro lado, se confirmé la presencia de maltosa durante todo el desarrollo.
Los fructooligosacaridos presentes en la variedad Nikté fueron 1-kestosa, 1-nistosa y 6-
kestosa con una tendencia de concentracion variable, pero presente durante las tres etapas
de crecimiento, también se observd neo-kestosa solo en algunas muestras, por lo que no
fue posible su cuantificacion. A diferencia de la variedad Pakal, solo en la variedad Nikté
hay presencia de 6-Kestosa (Figura 16).
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Figura 15. Perfil de glucosa, fructosa y sacarosa en coronas de F. x ananassa variedad Nikté. A)
cromatograma de estandares. B) cromatograma de coronas, C) concentraciones en corona.
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Figura 16. Perfil de FOS y MOS en coronas de F. x ananassa variedad Nikté. A) cromatograma de estandares.
B) cromatograma de coronas, C) concentraciones en corona.
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La cuantificacidon de carbohidratos presentes en las coronas de F. x ananassa permitio
calcular el porcentaje total de éstos por gramo de corona liofilizada. La concentracién mayor
de 1-kestosa fue durante la etapa vegetativa con 16.96 mg/g y 20.86 mg/g de peso seco
para Pakal y Nikté, respectivamente. Por otro lado, la concentracidon de 1-nistosa fue mayor
durante la etapa de florescencia con 15.43 mg/g para Pakal y 9.01 mg/g para Nikté.

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS EN CORONAS DE F. x ananassa

ETAPA
Carbohidratos PAKAL NIKTE
(mg/g) Vegetativa Flor Fruto  Vegetativa Flor Fruto
Glucosa 14.152 7.448 10.641 16.512 6.732 7.222
Fructosa 16.384 10.463 17.069 16.841 6.391 9.826
Sacarosa 19.684 16.591 12.603 21.954 18.813 15.906
1-Kestosa 0.81 0.021 0.339 0.323 0.254 0.417
Maltosa 0.118 0.393 0.587 0.198 0.060 0.115
1-Nistosa 0.102 0.308 0.101 0.138 0.180 0.222
6-Kestosa - - - 0.016 0.013 0.031

Tabla 3. Concentracién de carbohidratos en coronas de F. x ananassa durante el ciclo bioldgico.

VII.2. Protoplastos de A. tequilana Weber var. Azul.

VIIl.2.1. Obtencién de protoplastos.

Para obtener protoplastos de tejido de mesontle de A. tequilana, se utilizaron plantas de
3, 4 y 5 aios de edad en campo, siendo la planta de 4 anos la de mayor tamafio, seguida
por lade 3 ylade5 anos de edad (Figura 17).

Una vez realizada la hidrdlisis de la pared celular, por medio de microscopia éptica se
observé la presencia de células circulares, ausentes de pared, de tonalidad rojiza y tamafio
promedio 111 um, confirmando asi la presencia de protoplastos, los cuales corresponden a
2x108 células viables/mililitro de solucién de protoplastos (Figura 18).

El método de Brandford demostrd que la mayor concentracién de proteina en los
protoplastos, correspondia a los obtenidos a partir de la planta de 4 afios de edad con 0.35
mg/ml, criterio que fue tomado para llevar a cabo los estudios de biosintesis posteriores
(Tabla 4).
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Figura 17. Mesontle de A. tequilana de diferentes edades de La Romita, Guanajuato, México.

Figura 18. Protoplastos de A. tequilana de 4 afios de edad (Flechas negras)

Edad (afios) Concentracion de proteina (mg/ml)
3 0.102
4 0.35
5 0.091

Tabla 4. Concentracidon de proteina en plantas de A. tequilana.
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VII.2.2. Actividad FAZY de protoplastos de A. tequilana de 4 afios de edad.

Para confirmar la presencia y actividad de las fructosiltransferasas presentes en los
protoplastos, se monitored a través del tiempo la formacién de productos de la reaccién
formada por protoplastos mas 1-kestosa. A partir de los 30 min de reaccién, se observo la
formacién de 1-Nistosa y las 4 horas la formacién de un compuesto de tonalidad rosa
posiblemente de la serie Neo de A. tequilana, asi mismo aumentd la concentracién de
glucosa, fructosa y sacarosa (Figura 19).
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Figura 19. Actividad FAZY de protoplastos de A. tequilana de 4 afios de edad. Sustrato: 1-kestosa (200 mM)
al 1%, G: glucosa, F: fructosa, S: sacarosa, 1-K: kestosa, 1-N: 1-nistosa, DP5: kestopentosa, P: protoplastos,
A.t: fructanos de A. tequilana, RSE: raftilose, RNE: raftiline, temperatura de reaccién: 30°C, buffer: CaCl,, pH:
5.5, revelador de TLC: propanol/butanol/agua, temperatura de revelado: 120°C

VII.3. Biosintesis de FOS en el sistema A. tequilana — F. x ananassa

El objetivo de este experimento fue conocer si la biosintesis de FOS ocurria en el sistema
compuesto por enzimas provenientes de los protoplastos de A. tequilana mas la extraccion
de carbohidratos de las coronas de F. x ananassa como sustrato.

VI11.3.1. Identificacion de productos en el sistema A. tequilana — F. ananassa mediante TLC.

El sistema de biosintesis se llevd a cabo utilizando diferentes concentraciones de sustratoy
proteina de protoplastos. La concentracién de proteina mas adecuada para usar en la
reaccion fue de 0.15 mg/ml, a la cual se le agregaron concentraciones de sustratode 3,5y
7.5%. La figura 20 mostrd la presencia de glucosa y fructosa en todos los tiempos de

41



reaccion, asi como la hidrolisis completa de la sacarosa, la cual fue mas lenta en la reaccién
con 7.5% de sustrato, también, y de acuerdo a los estdandares se observé la presencia de 1-
kestosa en esta reaccion.

*s
op

4
RS S S+ P+ P U 5898 e+ 9 Lincabase
Estdndares—®» MOSFOSP S 0 6 12 18 24 30 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 4248 At 0 6 12 18 24 30 36 42 48 <4— Tiempo (h)
L ' J L T J X T 3

3% 5% 7.5% <4— Concentracién de sustrato

Figura 20. Biosintesis de fructooligosacaridos a diferentes concentraciones de sustrato. Proteina de
protoplastos 0.15 mg/ml., sustrato a 3,5y 7.5%, G: glucosa, F: fructosa, 1-k: kestosa, 1-N: 1-nistosa, DP5:
kestopentosa, P: protoplastos, S: sustrato, A.t: fructanos de A. tequilana, 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 y 48 h:

tiempo de reaccion, revelador de TLC: glicoconjugados, temperatura de revelado: 120°C

VI1.3.2. Identificacion de productos en el sistema A. tequilana — F.x ananassa mediante
HPAEC-PAD.

Para conocer a detalle la formacion de los compuestos en la reaccidén con 7.5% de sustrato,
se realizd un analisis de HPAEC-PAD en donde se confirmd de acuerdo a los estdandares que
los compuestos formados, correspondian a 1-kestosa y 6-kestosa, asi mismo se observo que
la hidrélisis total de la sacarosa y la maltosa ocurria a las 24 vy 6 horas de reaccién
respectivamente, las sefales de glucosa y fructosa eran variables al tiempo de reaccién
(Figura 21). El resto de los picos formados durante los diferentes tiempos de reaccién no
coincidieron en tiempos de retencion con ninguno de los estandares disponibles, por lo que
no fue posible identificarlos.

42



120 0 h
1 A

110, Glucosa g’ H

100 12 h

90 | 24 h
] 36h

80 52 h

70 |

60

50 ]

Fructosa
Sacarosa

10.00 1100  12.00

0 h

B 3 h

6 h

li I+

24h

36h

52 h

6-kestosa

= 5;:}:__4___;:;'::—-13_;?—“‘—_' -
min

~U357T40 144 148 152 156 160 164 16.8 172 17.6 18.0 184 188 19.2 19.6
Figura 21. Biosintesis de FOS en el sistema A. tequilana - F. x ananassa. A) Perfil de glucosa, fructosa y
sacarosa, B) Perfil de MOS y FOS.

La tendencia de los productos en el sistema A. tequilana — F. x ananassa fue una hidroélisis
total de la sacarosa entre las 0 y las 24 horas, un comportamiento similar de aumento y
posterior disminucion a las 30 horas para glucosa y fructosa, asi como la maxima formacion
de 1-kestosa y 6-kestosa a las 12 y 24 horas respectivamente (Figura 22).
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VIil. DISCUSION DE RESULTADOS.

VIII.1. Fragaria x ananassa.

De la misma forma que otros sistemas vegetales, las coronas de F. x ananassa variedad
Nikté y Pakal crecen significativamente de tamafio a lo largo del desarrollo de la planta, esto
se debe a que al final de la temporada de verano y a principios del otofio, la reduccion en
las temperaturasy el fotoperiodo favorecen la acumulacién de carbohidratos en los 6rganos
de reserva, resultando en un incremento del grosor de la corona y las raices 2.

Los fructooligosacdridos presentes en las coronas de F. x ananassa fueron 1-kestosa y 1-
nistosa en la variedad Pakal y 1-kestosa, 6-kestosa y 1-nistosa en la variedad Nikté. Al ser
la corona un érgano de reserva, se entiende que las concentraciones de FOS en ambas
variedades fueron mayores a las anteriormente reportadas en frutos de la especie Fragaria
vesca en donde 1-kestosa y 1-nistosa presentaron concentraciones por debajo de los 43.85

ug/g *.

Después del trasplante de las plantas, los carbohidratos que se encuentran en los érganos
de reserva, juegan un papel fundamental para el crecimiento de éstas, asi como para la
produccion de las primeras flores y los primeros frutos 3, afectando las concentraciones de
glucosa, fructosa, sacarosa, MOS y FOS, durante las tres etapas de desarrollo. En ambas
variedades se pudo observar una disminucion en la concentracién de glucosa y fructosa de
la etapa vegetativa a la de floracién y posterior aumento en la de fruto, esto quiere decir
que la acumulacién de carbohidratos se lleva a cabo en la etapa vegetativa, los cuales
posteriormente son utilizados para dar paso al inicio de la etapa reproductiva (floracion) y
posteriormente aumentan para poder desarrollar los frutos.

Durante la etapa vegetativa la concentracién de sacarosa fue mayor en ambas variedades,
disminuyendo conforme la planta se fue desarrollando. Se sabe que la floracién es un signo
de respuesta hormonal, la cual estd mediada por la acumulacion de sacarosa en los érganos
de reserva %, induciendo asi el inicio de la floracidn, asi mismo se sabe, que la sacarosa se
almacena en la vacuola y el apoplasto, dependiendo de las necesidades energéticas de la
planta 2, y que al estar almacenada en la vacuola puede dar paso a la sintesis de fructanos,
explicando la presencia de 1-kestosa y 6-kestosa, asi como el aumento en las
concentraciones de 1-nistosa en ambas variedades.

Una variacion mayor de los datos durante la etapa reproductiva puede deberse a que el
numero de frutos y flores por cada planta seleccionada variaban entre si, por lo que en la
etapa vegetativa esta variacién no es tan marcada (Figuras 12c, 13c, 14cy 15c).

Es importante resaltar que la mayor concentracion y tipo de fructooligosacaridos se
encuentra en la variedad Nikté con variaciones no significativas a través del desarrollo
(Tabla 3).
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VIII.2. Obtencién de protoplastos.

De las plantas muestreadas para la obtencién de protoplastos, la de 4 afios de edad fue la
mas grande en comparacion con la de 3 y la de 5 afios (Figura 16). Se sabe que en A.
tequilana el tamafio de la planta no es dependiente de la edad. Las practicas agrondmicas
actuales, el tipo de suelo e incluso el clima de la regién en donde la planta crece, son
caracteristicas que influyen en el crecimiento de esta.

El mayor nimero de protoplastos viables asi como la mayor concentracion de proteina se
encontrd en el mesontle de A. tequilana de 4 afios de edad, eso se debe a que en plantas
de entre 2 y 4 afios, la actividad FAZY es mayor que en plantas maduras, asi mismo en
plantas mayores (5 a 7 afios) la actividad FEH aumenta, mientras que la actividad
fructosiltransferasa no sufre cambios significativos 32.

Se sabe que las vacuolas estan presentes las enzimas necesarias para la sintesis de fructanos
en A. tequilana 32, sin embargo la obtencion de éstas es un proceso complejo. La pared
celular de las plantas es una capa extracelular, delgada, fuerte y flexible compuesta de
microfibrillas de celulosa embebidas en una matriz hidratada de polisacadridos complejos y
en menor cantidad proteinas estructurales ©, por lo que a la accidn de las enzimas celulasa
y pectinasa en el medio de digestidon ayudan a degradarla y obtener los protoplastos, los
cuales, extraidos de agave, han sido utilizados en estudios previos, indicando que éstos son
un buen modelo para la obtencion de FAZY .

VIII.2.1 Actividad FAZY

Los principales productos de formacién en la reaccién compuesta por 1-kestosa (200 Mm)
y protoplastos de A. tequilana de 4 afios de edad fueron 1-nistosa y neo-kestosa,
evidenciando asi la presencia de actividad 1-FFT y 6-G-FFT, asi mismo el aumento de
fructosa y glucosa sugiere la presencia de actividad FEH, o actividad de invertasa vacuolar,
de la cual se han identificado los genes que codifican para esta en A. tequilana 3°, la cual
hidroliza sacarosa de manera preferencial, pero también puede hidrolizar otros sustratos
donadores como 1-kestosa, rafinosa y estaquiosa . Esto determind que los protoplastos
extraidos tenian actividad FAZY y podian ser utilizados para los ensayos de biosintesis
posteriores.

VIII.3. Biosintesis in-vitro de FOS.

Se ha reportado la formacion de productos tipo FOS al utilizar extractos vacuolares y/o
protoplastos de agave y diferentes sustratos especificos, sin embargo no se habia realizado
una sintesis con sustratos compuestos por una mezcla compleja de carbohidratos.

Los productos principales en el sistema formado por protoplastos de A. tequilana de 4 aios
de edad y carbohidratos de corona de F. x ananassa como sustrato fueron 1-kestosa y 6
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kestosa, asi como la hidrélisis de la sacarosa, evidenciando asi la presencia de actividad 1-
SST y 6-SFT, la cual ha sido previamente reportada en Agave tequilana, y se sabe, es la
responsable de la formacion de las ramificaciones en los fructanos complejos de A.
tequilana ®’. Al variar la concentracion de sustrato se pudo observar que con
concentraciones menores a 7.5 %, la hidrdlisis total de la sacarosa se lleva a cabo en un
tiempo menor, sugiriendo asi que la actividad enzimatica de FEH o invertida en protoplastos
es muy activa. Debido a que en todas las reacciones fue utilizada la misma concentracién
de proteina, se decidié aumentar la concentracion de sustrato en la reaccidn, para que las
enzimas tuvieran mas sustrato disponible y su actividad pudiera observarse mejor, y no
Unicamente la FEH estuviera compitiendo por los sustratos.

Para confirmar la presencia de actividad fructosiltranferasa, las reacciones con 7.5% de
sustrato se analizaron en el HPAEC-PAD en donde se pudo observar que la hidrdlisis total
de la sacarosa se lleva a cabo a las 24 horas y que posiblemente esta fue usada por las FAZY
para la sintesis de 1-kestosa, la cual tiene su mdxima concentracion a las 12 horas, ya que
de haber sido utilizada por la FEH o invertasas la fructosa y la glucosa hubieran aumentado
en la misma proporcion. Asi mismo se observd la presencia de otros picos, los cuales no
pudieron ser identificados con los estandares disponibles, pero si evidencian la presencia
de otra actividad enzimatica, probablemente de formacién de fructanos de la serie Fn.

La actividad de la FEH y de invertasa vacuolar puede estar afectando el grado de
polimerizacién de los productos formados, a pesar de que las concentraciones fueron bajas
es importante mencionar que a la fecha no existen fructanos de agave in-vitro como 6-
kestosa, los cuales posteriormente podrian ser purificados de la muestra para usarse con
fines académicos y comerciales.

La sintesis de FOS a través del uso de protoplastos de A. tequilana de 4 afios de edad vy los
carbohidratos extraidos de las coronas de F. x ananassa es un sistema complejo que
involucra la participaciéon de diferentes enzimas y sustratos. Como perspectiva, se debe
profundizar en el estudio del sistema A. tequilana — F. x ananassa, con el objetivo de que
los FOS sintetizados puedan ser redituables.
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IX. CONCLUSIONES

La mejor etapa durante el desarrollo de las coronas de F. x ananassa es la etapa
vegetativa correspondiente a la variedad Nikté, ya que en durante esta la
concentracion y tipo de fructooligosacarido fue mayor, a diferencia de las otras
etapas.

La acumulacion de carbohidratos en las coronas de F. x ananassa se lleva a cabo
durante la etapa vegetativa y frutescencia teniendo una disminucién durante la

floracion.

A mayor concentracion de proteina en protoplastos de A. tequilana, mayor actividad
fructosiltranferasa.

Los protoplastos de A. tequilana de 4 afios de edad, son una fuente importante de
fructosiltranferasas para la sintesis de FOS.

Los principales productos de la biosintesis en el sistema A. tequilana — F. x ananassa
fueron 1-kestosa y 6-kestosa.
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