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Método para la determinación “in situ” de actividades enzimáticas relacionadas 

con el metabolismo del carbono en hojas

DESCRIPCIÓN

5

La presente invención se refiere a un método para la determinación in situ en hojas de 

plantas de un conjunto de actividades enzimáticas específicas relacionadas con el 

metabolismo del carbono en plantas, específicamente actividades enzimáticas 

relacionadas con la síntesis de azúcares, y más específicamente la determinación de 

la actividad de la enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa). Adicionalmente, la 10

presente invención también se refiere a un kit y todos los componentes necesarios 

para llevar a cabo el método aquí descrito.

ESTADO DE LA TÉCNICA

15
Una de las principales características para determinar la calidad de los frutos se 

establece en gran parte por las cantidades relativas de azúcares y ácidos orgánicos 

presentes en los mismos, que dan lugar a los rasgos nutricionales, organolépticos y 

de sabor de dichos frutos. Así, uno de los principales objetivos en el cultivo de frutales, 

hortalizas y verduras, es la obtención de variedades comerciales que muestren un 20

incremento en la concentración de los principales metabolitos, vinculados a los 

parámetros de calidad de las frutas, hortalizas y verduras, en general, danto lugar a 

variedades que presentan un mejoramiento de los mismos. En este sentido, los 

mejoradores han dirigido sus actividades hacia el cruzamiento de variedades de 

frutales cuyas características específicas una vez combinadas den lugar a nuevas 25

variedades mejoradas esencialmente en sus aspectos organolépticos, relacionados 

con el sabor de los frutos, hortalizas y verduras. Esta mejora está asociada a la 

modificación de las vías metabólicas y biosintéticas que son activas durante el 

proceso de crecimiento de la planta y la maduración de las frutas y que se concreta en 

un incremento del contenido en azúcares y ácidos orgánicos en los frutos. La mayor 30

parte de los azúcares acumulados en los frutos son transportados por el floema desde 

las hojas, la principal fuente de carbono (azúcares) en plantas. 

En el caso del metabolismo carbonado, se sabe que está regulado a distintos niveles, 

incluyendo la transcripción, la traducción y la modificación post-traduccional. Está bien 35

documentado que las actividades enzimáticas reflejan el estado real y final del 
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proceso metabólico, y como consecuencia puede aportar mucha más información 

acerca de la síntesis de los azúcares en plantas, que la determinación indirecta de 

dicha actividad mediante la medición de los niveles de mRNA o de proteína de las 

propias enzimas implicadas en estos procesos.

5

La localización in situ de la actividad de las enzimas a base de una reacción

histoquímica ofrece información espacial y temporal detallada que complementa y 

amplía otros conjuntos de datos. El análisis espacio temporal de las actividades 

enzimáticas asociadas al metabolismo del carbono usando métodos histoquímicos in 

situ ha sido realizado con éxito en el caso de embriones de Arabidopsis (Baud and 10

Graham, 2006, Plant J 46:155-169). En este caso, los ensayos se basaron en 

reacciones enzimáticas asociadas a la reducción de NAD+, NADP+ o FAD y la 

subsecuente reducción y precipitación de una sal de tetrazolio (NBT) (Baud and 

Graham, 2006, Plant J 46:155-169). A pesar de los buenos resultados para la 

localización espacio temporal de la actividad enzimática, este método no permite 15

cuantificar dicha actividad de forma fiable, no pudiendo relacionarse ésta con el 

contenido de azúcares en frutos. 

Por otro lado, también se ha llevado a cabo la medida de las actividades enzimáticas 

en extractos o “pools” proteicos obtenidos de órganos de plantas, tales como hojas. 20

Generalmente, la determinación de cada una de las actividades enzimáticas se basa 

en ensayos específicos, con sustratos específicos, y en el uso de reacciones 

asociadas de reducción de NADP+ a NADPH que se pueden determinar en un 

espectrofotómetro a una longitud de onda concreta. Dicho sistema de medida 

dependiendo del tipo de planta del que proceda el extracto, será más o menos exacto. 25

Es conocido que en extractos de plantas de guisante la determinación enzimática es 

bastante exacta, mientras que en extractos de otras plantas, tales como por ejemplo, 

las fresas, dicha determinación es incorrecta ya que en los extractos de plantas de 

fresa existe un alto contenido en polifenoles y polisacáridos que enmascaran los 30

resultados y dan lugar a precipitados que impiden la determinación de la actividad 

enzimática correctamente. Para solucionar estos problemas se han diseñado y 

utilizado distintas soluciones tampón a distintos pH, así como la purificación de las 

muestras mediante filtración, pero no ha sido posible solventar los problemas 

anteriormente mencionados.35
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A la vista de lo anterior, sigue existiendo la necesidad en el estado de la técnica de

desarrollar nuevos métodos capaces de determinar actividades enzimáticas 

específicas, preferentemente relacionadas con la síntesis de azúcares, capaces de 

predecir el contenido de azúcares en frutos, verduras, hortalizas o árboles y así 

utilizarlas en los programas de mejora vegetal. Específicamente, existe la necesidad 5

de nuevos métodos capaces de determinar dichas actividades enzimáticas en 

aquéllas plantas que presenten altos contenidos en compuestos tales como 

polifenoles y polisacáridos, los cuales enmascaran e impiden la correcta 

determinación de dicha actividad enzimática.

10

DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN

La invención se basa en la determinación in situ, directamente sobre hojas de plantas,

y específicamente sobre hojas de plantas de fresa, de la cinética de actividades 

enzimáticas específicas relacionadas con la síntesis de azúcares, siendo capaces 15

mediante dicha determinación de predecir el contenido de azúcares en frutos de dichas 

plantas. Las principales enzimas implicadas en la síntesis de azúcares analizadas en 

la presente invención, y que son idóneas para la predicción del contenido de azúcares 

solubles en los frutos en los que se analiza, han sido, glucosa-6P-deshidrogenasa 

(G6PDH), fosfoglucosa isomerasa (PGI), hexoquinasa (HK), UDP glucosa20

pirofosforilasa (UGPasa), ADP glucosa pirofosforilasa (AGPasa), fructosa-1,6-

bisfosfatasa (FBPasa) y maltasa (Mal).

Como se ha mencionado previamente, la determinación de la actividad enzimática en 

pools o extractos proteicos de plantas de fresa es muy inestable e incorrecta al 25

comprender dichas plantas, y por lo tanto también un extracto de las mismas, un alto 

contenido en polifenoles y polisacáridos que enmascaran los resultados y dan lugar a 

precipitados que impiden la determinación enzimática correcta. Mediante el método in 

situ y el kit descrito en la presente invención se soluciona dicho problema y se puede 

determinar fielmente la actividad enzimática directamente sobre muestras de hojas de 30

plantas de fresa, permitiendo además asociar la actividad enzimática analizada en las 

hojas, con el contenido en azúcares que presentarán los frutos de dichas plantas.

En un primer aspecto, la presente invención se refiere a un método in situ de 

determinación de la actividad enzimática, directamente en tejido vegetal y más 35

específicamente sobre muestras de hojas de plantas de fresa, que permite en base a 
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la actividad enzimática determinada mediante dicho método, pronosticar el contenido 

de azúcares en el fruto de las plantas analizadas. La determinación de la actividad 

enzimática mediante el método descrito en la presente invención es útil para los 

programas de mejora de cultivos de interés agronómico, ya que la selección de las 

plantas y/o variedades que muestren una alta actividad de las enzimas implicadas en 5

la síntesis de azúcares, ayudará a seleccionar dichas plantas al presentar 

características organolépticas específicas y deseadas, como consecuencia del 

incremento de la actividad de las enzimas de interés. 

Por lo tanto, el primer aspecto de la invención se refiere a un método para la 10

determinación in situ de la actividad de la enzima FBPasa en una muestra vegetal, 

preferentemente en una muestra vegetal obtenida de plantas de fresa, que 

comprende:

a) Incubar la muestra vegetal en una solución fijadora,

b) Contactar la muestra fijada de la etapa a) con una solución de reacción 15

que comprenda las enzimas auxiliares PGI y G6PDH, los cofactores 

NAD(P)+ y ATP, bajo condiciones que permitan la conversión de dicho 

NAD(P)+ a NADPH,

c) Reaccionar el NAD(P)+ o un análogo del mismo en presencia de una 

solución de detección que comprende el sustrato de la enzima FBPasa, 20

un compuesto colorante en un estado oxidado, en condiciones tales 

que el compuesto colorante en un estado oxidado se convierte en un 

estado reducido con la emisión de fluorescencia y producción de color;

y

d) Determinar la actividad de dicha FBPasa midiendo la fluorescencia y/o 25

color emitido por dicho compuesto colorante reducido.

En una realización preferida del método de la invención, este se caracteriza por que el 

compuesto colorante comprendido en la solución de detección de la etapa c) es la 

resazurina, y el compuesto colorante obtenido tras la reacción de reducción de la 

resazurina es resorufina. También preferiblemente, la solución de detección de la 30

etapa c) comprende al menos un catión divalente (por ejemplo, Mg2+, Co2+, Ca2+, Zn2+, 

Mn2+), y preferiblemente a una concentración de al menos 1 mM, más preferiblemente 

al menos 3 mM.
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Específicamente, el método descrito en la presente invención mide la cantidad de 

NAD(P)+ producido por la reacción bioquímica catalizada por la enzima cuya actividad 

se está determinando, y acoplado al color y/o fluorescencia generada por la reducción 

del compuesto colorante/fluorescente, específicamente resazurina o un análogo 

colorante/fluorescente del mismo. Así, la forma reducida de NAD(P)+ o de un análogo 5

del mismo, es decir, NAD(P)H o análogo del mismo, se utiliza a continuación para 

facilitar la conversión de un colorante desde un estado oxidado a un estado reducido. 

El colorante tiene un estado oxidado y un estado reducido, y el estado reducido puede 

ser distinguido del estado oxidado en que el estado reducido se asocia con la emisión 

de fluorescencia, y con un color diferente, mientras que el estado oxidado está 10

sustancialmente libre de emisión de fluorescencia y presenta un color diferente al del 

estado reducido. Como se ha indicado anteriormente, el colorante en estado oxidado 

es resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-óxido) o una sal o análogo del mismo. 

La resazurina, que tiene un color azul oscuro y está libre de emisión de fluorescencia, 

pero en presencia de NAD(P)H se reduce a resorufina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona)15

que muestra un color rosa y emite fluorescencia que puede detectarse en un 

fluorímetro  a una determinada longitud de onda, preferiblemente a 587 nm de longitud 

de onda (la resorufina cuando es excitada a una longitud de ondas de 540 nm emite 

una señal a 590 nm, que se puede cuantificar en un fluorímetro). Tanto la medición 

cualitativa como cuantitativa de la fluorescencia emitida por la resorufina da una 20

indicación de la actividad de la enzima que se ensaya. De la misma manera, una 

escala de color basada en una curva patrón permite determinar cualitativa y 

cuantitativamente también, la actividad de la enzima ensayada. 

El método descrito en la presente invención es aplicable a todas las enzimas 25

implicadas en el metabolismo del carbono y la síntesis de azúcares en los frutos de 

vegetales y que lleven asociadas la producción de NAD(P)H, directa o indirectamente.

En una realización preferida, el método de la invención se caracteriza por que la 

muestra vegetal procede de una planta de fresa. En otra realización más preferida 30

aún, el método de la invención se caracteriza por que la muestra vegetal es una 

muestra de hoja.

En otra realización más preferida del método de la invención, la muestra vegetal se 

incuba en la etapa a) en una solución fijadora durante un rango de tiempo que varía 35
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de entre 60-240 minutos, preferentemente entre 120-200 minutos y más 

preferentemente 150 minutos. 

En otra realización más preferida del método de la invención, este se caracteriza por 

que la solución fijadora comprende paraformaldehído a una concentración de entre 1-5

5%, preferentemente a una concentración del 2%; polivinilpirrilodona 40 (PVP40) a 

una concentración de entre 1-5%, preferentemente a una concentración del 2%, y 

donde dicha solución fijadora presenta un pH de entre 6-8, preferentemente un pH 7.

En otra realización más preferida del método de la invención, este se caracteriza por 10

que el sustrato de la enzima FBPasa es la fructosa-1,6-bisfosfato (FBP).

En otra realización más preferida del método de la invención, éste se caracteriza por 

que la enzima auxiliar necesaria para determinar la actividad enzimática de la enzima 

FBPasa mediante el método descrito aquí es la PGI.15

En otra realización más preferida del método de la invención, este se caracteriza por 

que comprende además la determinación de la actividad de las enzimas 

seleccionadas de la lista que consiste en: G6PDH, PGI, HK, UGPasa, AGPasa, Mal 

y/o cualquier combinación de las mismas.20

En otra realización más preferida aún, el método de la invención se caracteriza por

que la determinación de todas las actividades enzimáticas mencionadas previamente 

se realiza de forma simultánea.

25

En otra realización más preferida aún, el método de la invención se caracteriza por 

que para la determinación simultánea de todas las actividades enzimáticas, la solución

de reacción descrita en la etapa b) del método, comprende las enzimas auxiliares 

necesarias para determinar la actividad enzimática de cada una de dichas enzimas. 

30

En otra realización más preferida aún, para la determinación de las actividades

G6PDH y PGI mediante el método de la presente invención se utiliza como sustrato la 

G6P para ambas actividades, y en estos casos particulares no es necesaria la 

aportación de enzimas auxiliares. Para la determinación de las actividades AGPasa y 

UGPasa los sustratos específicos son ADP-glucosa y UDP-glucosa respectivamente, 35

y la enzima auxiliar para la determinación de ambas actividades es fosfoglucomutasa
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(PGM). Para la determinación de la actividad HK el sustrato es la glucosa y no es 

necesaria la aportación de ninguna enzima auxiliar, y para la determinación de la 

actividad Mal el sustrato es la maltosa y las enzimas auxiliares son HK y G6PDH.

En otra realización preferida del método de la invención este se caracteriza por que la 5

reacción de la etapa c) se produce en presencia de una solución de detección que 

comprende cada uno de los sustratos específicos de las enzimas mencionadas y 

además, diaforasa y como se ha mencionado previamente, al menos un catión 

divalente. En otra realización preferida, los cationes divalentes se seleccionan de la 

lista que consiste en Mg2+, Co2+, Ca2+, Zn2+, Mn2+ y/o combinaciones de los mismos. 10

En otra realización más preferida aún, el catión divalente es preferentemente Mg2+.

Otro objeto descrito en la presente invención se refiere a un kit o dispositivo útil para 

llevar a cabo el método descrito en la presente invención. Por lo tanto, la presente 

invención también describe un kit para la determinación de la actividad de cualquiera 15

de las enzimas seleccionadas de la lista que consiste en FBPasa, G6PDH, PGI, HK, 

UGPasa, AGPasa, Mal y/o cualquier combinación de las mismas, caracterizado por 

que comprende (1) una solución de reacción que comprende al menos una de las 

enzimas auxiliares necesarias para la determinación de la actividad de la enzima de 

interés, tales como PGI, G6PDH, PGM y HK mencionadas anteriormente y/o cualquier 20

combinación de las mismas, cofactores NAD(P)+ y/o ATP, y un colorante en estado 

oxidado, preferentemente resazurina o una sal del mismo; (2) una solución de 

detección que comprende cada uno de los sustratos específicos de las enzimas de 

interés y además, diaforasa, y al menos un catión divalente y/o cualquier combinación 

de dichos cationes divalentes (por ejemplo, Mg2+, Co2+, Ca2+, Zn2+ y Mn2+). En otra 25

realización más preferida aún, el catión divalente preferido es Mg2+.

En una realización más preferida aún, los sustratos se seleccionan de la lista que 

consiste en FBP, G6P, glucosa, UDP glucosa, ADP glucosa y/o maltosa.

30

En otra realización preferida, el kit descrito en la presente invención contendrá en un 

vehículo o contenedor compartimentado, los reactivos mencionados anteriormente. El 

vehículo puede ser un contenedor o soporte, en forma de, por ejemplo, bolsa, caja, 

tubo, frasco, estante, y está opcionalmente compartimentada. El vehículo puede 

definir un confinamiento cerrado por motivos de seguridad durante el transporte y 35

almacenamiento.
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Otro objeto descrito en la presente invención se refiere al uso del kit aquí descrito para 

la determinación de cualquiera de las actividades enzimáticas seleccionadas de la 

lista que consiste en FBPasa, G6PDH, PGI, HK, UGPasa, AGPasa, Mal y/o cualquier 

combinación de las mismas, preferentemente en una muestra vegetal y más 5

preferentemente en una muestra de hoja, preferentemente de plantas de fresa. 

A lo largo de la descripción y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus 

variantes no pretenden excluir otras características técnicas, aditivos, componentes o 

pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y características de la 10

invención se desprenderán en parte de la descripción y en parte de la práctica de la 

invención. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustración, y 

no se pretende que sean limitativos de la presente invención.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS15

FIGURA 1. Curva patrón de la reacción de oxidación de NADPH a NADP+ acoplada a 

la reacción de resazurina a resorufina determinada en el fluorímetro. El eje X indica la 

concentración de NADPH expresada en µM y en el eje Y la fluorescencia analizada 

expresada como 1/s.20

FIGURA 2. Cinética de la actividad FBPasa analizada mediante el método in situ de la 

invención. En (A) se muestra los resultados del test colorimétrico y en (B) los 

resultados del test fluorimétrico. 

FIGURA 3. Cinética de la actividad AGPasa analizada mediante el método in situ de la 

invención. En (A) se muestra los resultados del test colorimétrico y en (B) los 25

resultados del test fluorimétrico. Cada valor es la media de seis determinaciones 

independientes, cada una con 5 discos de hojas de fresa. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de la media. Se indican las diferencias 

significativas con respecto a la variedad Niebla considerada la línea control (** p< 

0,01; *** p<0,001; según t-Student).30

FIGURA 4. Cinética de la actividad UGPasa analizada mediante el método in situ de 

la invención. En (A) se muestra los resultados del test colorimétrico y en (B) los 

resultados del test fluorimétrico. Cada valor es la media de seis determinaciones 

independientes, cada una con 5 discos de hojas de fresa. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de la media. Se indican las diferencias 35
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significativas con respecto a la variedad Niebla considerada la línea control (* p< 0,05; 

*** p<0,01; según t-Student).

FIGURA 5. Cinética de la actividad HK analizada mediante el método in situ de la 

invención. En (A) se muestra los resultados del test colorimétrico y en (B) los 

resultados del test fluorimétrico. Cada valor es la media de seis determinaciones 5

independientes, cada una con 5 discos de hojas de fresa. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de la media. Se indican las diferencias 

significativas con respecto a la variedad Niebla considerada la línea control (* p< 0,05

según t-Student).

FIGURA 6. Cinética de la actividad Mal analizada mediante el método in situ de la 10

invención. En (A) se muestra los resultados del test colorimétrico y en (B) los 

resultados del test fluorimétrico. Cada valor es la media de seis determinaciones 

independientes, cada una con 5 discos de hojas de fresa. Las barras de error 

corresponden a la desviación estándar de la media. Se indican las diferencias 

significativas con respecto a la variedad Niebla considerada la línea control (** p< 0,0115

según t-Student).

FIGURA 7. Valores de los ºBrix determinados en las variedades de fresa Primoris, 

Antilla, Niebla y Rábida a lo largo del tiempo. En el eje X se muestra el periodo de 

tiempo en el que se llevó a cabo el análisis y en el eje Y los ºBrix.

FIGURA 8. Valores de los ºBrix en los frutos de las variedades de fresa Primoris,20

Antilla, Niebla y Rábida analizados durante el mes de Abril donde los frutos muestran 

un mayor nivel de ºBrix.

FIGURA 9. Actividad FBPasa (eje Y) analizada mediante el método de la invención 

para cada una de las variedades de fresa Primoris, Antilla, Niebla y Rábida (eje X).

FIGURA 10. Cinética de la actividad FBPasa o G6PDH a lo largo del tiempo analizado 25

en un extracto proteico de hojas de plantas de fresa y midiendo en un 

espectrofotómetro la absorbancia producida por el NADPH generado. En el eje X se 

muestra el tiempo expresado en minutos y en el eje Y se muestra la actividad FBPasa.

EJEMPLOS30

A continuación se ilustrará la invención mediante unos ensayos realizados por los 

inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del método de la invención.

Ejemplo 1. Determinación de la actividad enzimática in situ en hojas de plantas 35

de fresa.
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Para la determinación de la actividad enzimática in situ de diferentes enzimas

directamente sobre hojas de plantas de fresa se utilizaron cuatro variedades 

diferentes de plantas de fresa, concretamente las variedades Antilla, Primoris, Niebla y 

Rábida. Dichas variedades vegetales pertenecen a la empresa Fresas Nuevos 5

Materiales S.A. (FNM) con sede en Huelva (España). 

Las actividades enzimáticas analizadas, relacionadas con el metabolismo del carbono 

y elegidas como marcadores enzimáticos idóneos para la predicción del contenido de 

azúcares solubles en frutos han sido: G6PDH, PGI, HK, UGPasa, AGPasa, FBPasa y 10

Mal.

Tal y como se ha mencionado a lo largo del presente documento, el método aquí 

descrito se basa en la detección de NADH o NADPH liberado tras la reducción de 

NAD+ o NADP+ llevada a cabo por las enzimas analizadas. Para permitir el 15

seguimiento visual de dichas reacciones de reducción se ha acoplado una reacción 

colorimétrica gracias al uso del sistema resazurina-diaforasa que en presencia de 

NADPH induce un cambio de color de la resazurina (color azul oscuro) a resorufina 

(color rosa), cuando se oxida el NADPH a NADP+. Así, una escala de color permite 

valorar visualmente in situ el grado de actividad de cada una de las actividades 20

enzimáticas analizadas en función de la tonalidad que se obtenga en dicha reacción 

de oxidación. De manera alternativa, el sistema resazurina-diaforasa también permite 

una cuantificación más precisa utilizando un fluorímetro, ya que la resorufina emite 

fluorescencia a una longitud de onda de 587 nm cuando es excitada a 540 nm. La 

actividad enzimática para cada una de las enzimas analizadas mediante el método 25

aquí descrito se relacionará posteriormente con el contenido de azúcar de los frutos 

determinado en forma de ºBrix mediante un refractómetro (ATAGO-PR-35).

Para llevar a cabo el método para la determinación in situ de las actividades 

enzimáticas mencionadas previamente, se hace uso de un sacabocados de diámetro 30

fijo (aproximadamente 6mm) para obtener muestras de las hojas de cada variedad de 

planta de fresa analizada, Antilla, Primoris, Niebla y Rábida. Se obtuvieron seis 

muestras de cada variedad para determinar de manera óptima las cinéticas para cada 

una de las enzimas analizadas. El tamaño de las muestras de hoja seleccionado, 

6mm, es el adecuado para introducirlas directamente en los pocillos de las placas 35



12

multipocillo microtiter utilizadas, pero dicho tamaño se adecuará al soporte utilizado 

para llevar a cabo el método aquí descrito. 

La recogida de dichas muestras de cada variedad de fresa se llevó a cabo a lo largo 

del periodo de cultivo que comprendió los meses de enero a mayo. Se realizaron las 5

recogidas de muestras y los análisis de las actividades enzimáticas in situ, para cada 

una de las variedades de fresa mencionadas en tres fases diferentes durante el 

periodo de cultivo del año 2015 comprendido entre los meses de enero a mayo. 

Específicamente las recogidas de las muestras se llevaron a cabo en el inicio de la 

campaña (27.01.2015 al 09.03.2015), en plena campaña (11.03.2015 al 13.04.2015) y 10

al final de campaña (21.04.2015 al 26.05.2015). 

Con la finalidad de determinar específicamente la actividad de cada una de las

enzimas, y evitar que se detecte ruido procedente de la determinación enzimática 

relacionada con otros procesos diferentes a los de interés, se sometió a los discos de 15

las hojas a un tratamiento previo para fijar las muestras de hojas de las variedades de 

fresa. Brevemente, tras cortar los discos de las hojas de las variedades de fresa 

mencionadas arriba estos se sumergen en una solución fijadora tampón que 

comprende 2% de paraformaldehído, 2% de polivinilpirrolidona 40 (PVP 40) y pH 7. 

Tras dos horas y media de incubación y varios lavados en agua se garantiza que el 20

material vegetal está fijado y que se han eliminado todos los metabolitos que pudieran 

interferir en las determinaciones de las actividades enzimáticas de interés. 

Tras la etapa de fijación, las muestras se introducen en los pocillos de las placas en 

las que se va a realizar la determinación de la actividad enzimática específica, 25

llevándose a cabo tres repeticiones de las muestras de discos de hojas para cada 

medida de cada actividad enzimática analizada y por cada variedad de fresa. Bien a 

continuación, o previamente a la introducción de los discos en los pocillos, se añaden 

200 µL de la solución de reacción, específica para cada actividad enzimática, y que 

comprende como elementos comunes para todas las actividades analizadas, el 30

colorante resazurina (2mM), cofactores específicos tales como por ejemplo, NAD(P)+ y 

ATP, y las enzimas auxiliares para cada enzima analizada. En función de la actividad 

enzimática analizada las enzimas auxiliares necesarias son: 

 para el análisis de la actividad FBPasa: 0,8 µl de PGI 500U/ml y G6PDH 350 

U/ml, en presencia de una solución tampón que asegura que se mantenga el 35

pH adecuado para que se dé la reacción (Tabla 1);
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 para el análisis de la actividad HK y Mal: G6PDH 350 U/ml en presencia de 

una solución tampón que asegura que se mantenga el pH adecuado para que 

se dé la reacción (Tabla 1);

 para el análisis de la actividad AGPasa: 0,2 µl PGM 1800 U/ml; G6PDH 350 

U/ml en presencia de una solución tampón que asegura que se mantenga el 5

pH adecuado para que se dé la reacción (Tabla 1);

 para el análisis de la actividad UGPasa: 0,2 µl PGM 1800 U/ml y G6PDH 350 

U/ml en presencia de una solución tampón que asegura que se mantenga el 

pH adecuado para que se dé la reacción (Tabla 1);

 para el análisis de la actividad PGI y G6PDH: G6PDH 350 U/ml en presencia 10

de una solución tampón que asegura que se mantenga el pH adecuado para 

que se dé la reacción (Tabla 1).

Como se puede observar, esta solución de reacción comprende los elementos 

necesarios para determinar cada una de las actividades enzimáticas específicas que 15

se quieren analizar en la presente invención y además, las enzimas auxiliares 

necesarias para determinar la actividad enzimática concreta, las soluciones tampón

para asegurar las condiciones de pH, así como el colorante resazurina necesario para 

la posterior determinación colorimétrica. A continuación, se añade otra solución, que 

se denomina de manera general solución de detección que comprende el sustrato 20

específico para cada enzima analizada, diaforasa (0,008 U/ml) y los cationes 

divalentes específicos, preferentemente magnesio. 

Los sustratos específicos para cada enzima a ensayar son: para la determinación de 

la actividad FBPasa se añaden 12 µl de FBP (200 mM); para la determinación de la 25

actividad HK se añaden 12 µl de glucosa (1M); para la determinación de la actividad

AGPasa se añaden 32 µl de ADP glucosa (16 mM) y para la determinación de la 

actividad UGPasa se añaden 30 µl de UDP glucosa (100 mM). 

Se mantiene en agitación suave a una temperatura de 25 ºC hasta que aparezca el 30

color. Una vez que aparece el color, se retiran los discos de hojas y se fotografía la 

placa para analizar la intensidad del color y/o se cuantifica la fluorescencia en un 

fluorímetro. La tonalidad del color que aparezca en cada caso y/o la intensidad de la 

fluorescencia que se mida, indicará según la escala una mayor o menor actividad de 

la enzima ensayada. En todos estos análisis se incluyen controles negativos.35
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En la Tabla 1 se describe la composición de las soluciones de reacción y de detección 

en función de la actividad enzimática concreta analizada. 

Tabla 1. Composición de las soluciones de reacción y detección necesarias para 

determinar la actividad enzimática según el método de la invención.5

Actividad enzimática Solución de reacción Solución de detección

FBPasa

NADP+  1mM
G6PDH  1U
PGI 1U
Resazurina 0,04 mM

Tris HCl pH 8 200 mM
FBP  12mM
MgCl2 5mM
Diaforasa  0,0002U/ml

HK

NADP+  1 mM
G6PDH 1U
ATP  0,25 mM
Resazurina 0,04 mM

Hepes pH7,5  100 mM
Glucosa 100 mM
MgCl2  4 mM
Diaforasa 0,0002 U/ml

AGPasa

NADP+   1 mM
BSA   0,2mM
G6PDH  1U
PGM   1U
PPi    1mM
Resazurina 0,04 mM

Hepes pH 7,5 60mM
MgCl2     4 mM
ADP-Glucosa 2,5mM
Diaforasa 0,0002 U/ml

UGPasa

NADP+   0,5 mM
G6PDH  1U
PGM   1U
PPi   1mM
Resazurina 0,04 mM

Tris HCl pH 7 150mM
UDP-Glucosa 15mM
Diaforasa 0,0002 U/ml
MgCl2     2 mM

Para poder extrapolar los valores de fluorescencia de las muestras objeto de estudio 

es necesario medir previamente la producción de NADP+ en una curva patrón con 10

cantidades conocidas de NADPH. Para ello, se preparó una curva que consta de doce 

puntos de concentración creciente de NADPH, que variarán desde 0 a 100 M. Se 

parte de un stock de NADPH (1mM). Los valores de concentración de NADPH son 

exactamente 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 M (Tabla 2).

15

La obtención de los valores de la curva patrón de NADPH se lleva a cabo en dos 

etapas. En primer lugar se añade el NADPH a las concentraciones mencionadas en la 

Tabla 2, en cada uno de los pocillos de la placa donde se encuentran también las 

muestras de hojas. A continuación, se añade el volumen de agua según se indica en 
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la Tabla 2 y posteriormente se añaden los volúmenes indicados en la Tabla 2 del 

tampón patrón que comprende: 

Resazurina 2 mM ….…………………………. 49,2 (l)

Diaforasa 0.008 U/ml ……………….………… 61,5 (l)

Tampón Tris HCL (1M) pH 8……….….…….. 246,0 (l)5

MgCl2 (1M)………………………….………….. 9,8 (l)

Agua destilada……………………...………….. 1847,5 (l)

El proceso de obtención de la curva patrón se realiza en frío y en agitación suave y a

una temperatura de 25ºC hasta la obtención del color. Una vez obtenido dicho color, 10

se retiran los discos, se fotografía la placa y/o se cuantifica en un fluorímetro. En la 

Figura 1 se muestra la curva patrón de la reducción de resazurina a resofurina 

acoplada a la oxidación del NADPH generado.

Tabla 2. Curva patrón de producción de NADPH 15

20

25

De esta manera se determinaron las cinéticas para cada actividad enzimática descrita 30

anteriormente, tanto de forma colorimétrica, como fluorimétrica. En la Figura 2 se 

muestra el análisis de la actividad FBPasa llevada a cabo según el método descrito en 

la presente invención, tanto de forma colorimétrica como fluorimétrica. La actividad 

FBPasa va principalmente dirigida a la síntesis de sacarosa y almidón. 

35

NADPH (M) Vol. H2O (l) Tampón patrón l)

0 20 0

5 19 1

10 18 2

20 16 4

30 14 6

40 12 8

50 10 10

60 8 12

70 6 14

80 4 16

90 2 18

100 0 20
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De manera general, se va a describir en detalle el método para la determinación in situ

de la actividad de la enzima FBPasa, para que sirva como ejemplo para el resto de los

análisis de las actividades enzimáticas descritas en el presente documento. Así, la 

determinación de la actividad enzimática FBPasa en una muestra de 5 discos de hoja 

y un volumen final de 200 l se lleva a cabo de la siguiente manera. 5

En primer lugar, las muestras de discos de hoja se lavan y se sumergen durante 

aproximadamente 150 min en la solución de fijación (2% de paraformaldehído, 2% de 

PVP 40 y pH 7). Tras dos horas y media de incubación y varios lavados en agua se 

garantiza que el material vegetal está fijado y que se han eliminado todos los 10

metabolitos que pudieran interferir en las determinaciones de las actividades 

enzimáticas de interés. Durante este tiempo se prepara en un tubo eppendorf frío la 

solución de reacción, que se mantiene en agitación suave y en frío: 

Solución de 

reacción 
Volumen (µl)

Solución tampón    

Tris-HCl pH 8
178,0

Enzima auxiliar PGI 

500 U/mL
0,4

Enzima auxiliar 

G6PDH 350 U/ml
0,6

Resazurina 2mM 4,0

15

En paralelo, se prepara también la solución de detección que comprende:

Solución de 

detección
Volumen (µl)

Diaforasa 0,008U/ml 5,0

MgCl2 9,8

Se mezclan ambas soluciones, la solución de reacción y la solución de detección, y se 

mantienen en frío. Transcurrido el tiempo de fijación, las muestras de hojas se 20

introducen en el pocillo de la placa Petri y se añaden 188 l de la mezcla de la 

solución de reacción y la de detección. Posteriormente, se añaden 12 l del sustrato 

específico de la actividad enzimática ensayada, en este ejemplo particular, se añaden 

12 l de FBP para que se desencadene la reacción enzimática. Como control negativo 
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se añade el mismo volumen de agua destilada en lugar del sustrato específico de la 

actividad enzimática analizada.

Se incuba la placa a una temperatura aproximada de 25ºC para que se desarrolle la 

reacción. Transcurrido el tiempo, cuando aparezcan los cambios de color y estos se 5

mantengan estables, se retiran los discos de hoja y se cuantifica colorimétricamente 

y/o fluorimétricamente la actividad enzimática analizada. 

Como se puede observar en la Figura 2, las variedades Niebla y Rábida son las que 

mayor actividad FBPasa muestran, mientras que la variedad Antilla es la que menos 10

actividad presenta. No existen diferencias significativas en cuanto a la actividad 

FBPasa entre las variedades Niebla y Rábida vs Antilla y Primoris.

De la misma manera que se ha llevado a cabo el análisis de la actividad FBPasa 

mediante el método in situ descrito en la presente invención, se determinan las 15

actividades cinéticas de las enzimas AGPasa, UGPasa y HK, teniendo en cuenta que 

cada una de ellas utiliza sus enzimas auxiliares y sustratos específicos (Tabla 1).

En la Figura 3 se muestra el análisis de la actividad AGPasa llevada a cabo según el 

método descrito en la presente invención. Dicha actividad enzimática va 20

principalmente dirigida a la síntesis de almidón. Como se puede observar en dicha 

Figura 3, las variedades Niebla y Rábida son las que mayor actividad AGPasa 

muestran, y Antilla la que menos. Los valores corresponden a la media de seis 

determinaciones independientes, cada una con 5 discos de hojas de fresa. Las barras 

de error corresponden a la desviación estándar de la media. Se muestran las 25

diferencias significativas en la figura 3 para las variedades Primoris y Antilla con 

respecto a la variedad Niebla considerada la línea control.

En la Figura 4 se muestra el análisis de la actividad UGPasa llevada a cabo según el 

método descrito en la presente invención. La actividad UGPasa va principalmente 30

dirigida a la síntesis de sacarosa. Como se puede observar en dicha Figura 4, la 

variedad Niebla es la que mayor actividad UGPasa muestra y Antilla la que menos. 

Los valores corresponden a la media de seis determinaciones independientes, cada 

una con 5 discos de hojas de fresa. Las barras de error corresponden a la desviación 

estándar de la media. Se muestran las diferencias significativas en la figura 4 para las 35
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variedades Primoris y Antilla con respecto a la variedad Niebla considerada la línea 

control.

En la Figura 5 se muestra el análisis de la actividad HK llevada a cabo según el 

método descrito en la presente invención, mediante el test colorimétrico y mediante la 5

determinación de la fluorescencia utilizando un fluorímetro. La actividad HK va 

principalmente dirigida a la glucólisis. Como se puede observar en dicha Figura 5, la 

variedad Rábida es la que mayor actividad HK muestra, y la que menos, la variedad 

Antilla. Los valores corresponden a la media de seis determinaciones independientes, 

cada una con 5 discos de hojas de fresa. Las barras de error corresponden a la 10

desviación estándar de la media. Se muestran las diferencias significativas en la figura 

5 para la variedad Rábida con respecto a la variedad Niebla considerada la línea 

control.

En la Figura 6 se muestra el análisis de la Mal llevada a cabo según el método 15

descrito en la presente invención, mediante el test colorimétrico y mediante la 

determinación de la fluorescencia utilizando un fluorímetro. La actividad Mal va 

principalmente dirigida a la síntesis de glucosa. Como se puede observar en dicha 

Figura 6, la variedad Primoris es la que mayor actividad Mal muestra, mientras que la 

variedad Antilla es la que menor actividad Mal tiene. Los valores corresponden a la 20

media de seis determinaciones independientes, cada una con 5 discos de hojas de 

fresa. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la media. Se 

muestran las diferencias significativas en la figura 6 para la variedad Primoris y Antilla

con respecto a la variedad Niebla considerada la línea control.

25

Como se ha indicado anteriormente, en los frutos de las plantas de las que se 

obtuvieron las muestras de hojas se determinaron los ºBrix mediante un refractómetro 

para ver si la actividad enzimática analizada se relaciona con el contenido en 

azúcares en los frutos. Por un lado se determinaron los ºBrix de todas las variedades 

de fresa analizadas en el inicio de campaña (27.01.2015 al 09.03.2015), en plena 30

campaña (11.03.2015 al 13.04.2015) y al final de campaña (21.04.2015 al 

26.05.2015). En la Figura 7 se muestran los valores de ºBrix de todas las variedades 

de fresa analizadas a lo largo de toda la campaña. 

También se analizaron los ºBrix para cada una de las variedades de fresa analizadas 35

en el presente documento durante el mes de abril que fue el mes de mayor 
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producción. Como se muestra en la Figura 8 la variedad Rábida es la que mayor ºBrix 

presenta, seguida de Primoris, Antilla y por último Niebla. Además, la actividad 

FBPasa analizada en el presente documento mediante el método de la invención está 

asociada con el incremento de los ºBrix en fruto (Figura 9), siendo por tanto el 

incremento en dicha actividad enzimática, analizado mediante el método descrito en la 5

presente invención, un marcador potencial de predicción del mayor contenido de 

azúcares solubles en dichas plantas. 

A continuación, se llevó a cabo un análisis estadístico de componentes principales 

(PCA) dando lugar a tres componentes principales (PC1, PC2 y PC3) cuyos valores 10

principales están por encima de la unidad. El PC1 explica por sí solo un 44,8%, el PC2 

23,4% y el PC3 el 17,8% y la varianza total explicada es del 85,9%. Dicho análisis 

estadístico (PCA) mostró que los contenidos de azúcares en hojas están 

correlacionados de forma negativa a los ºBrix y al contenido de azúcares en fruto. 

Poniéndose en evidencia la importancia del transporte de azúcares desde las hojas 15

donde ocurre la fotosíntesis, hacia los frutos (Tabla 3) 

Tabla 3. Matriz de correlación entre la presencia ºBrix y el contenido de azúcares en 

hojas respecto a frutos.

Matriz de correlación

Glucosa 

(hojas)

Fructosa 

(hojas)

Sacarosa 

(hojas)

Glucosa 

(hojas)
1, 000 0,580 0,125

Fructosa 

(hojas)
0,580 1,000 0,451

Sacarosa 

(hojas)
0,125 0,451 1,000

Glucosa 

(frutos)
0,234 -0,342 0,066

Fructosa 

(frutos)
0,210 -0,372 -0,005

Sacarosa 

(frutos)
0,472 0,045 0,284

ºBrix 0,182 -0,217 -0,140
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De igual manera, dicho análisis estadístico demostró que los ºBrix en fruto se asocian 

de forma positiva a la actividad FBPasa, UGPasa y AGPasa, contrariamente a lo que 

ocurre con la enzima HK.

5

Todos estos resultados ponen de manifiesto que el mejor marcador para predecir el 

contenido de azúcar en los frutos de las plantas, en etapas anteriores a la producción 

es la enzima FBPasa. Adicionalmente, otros marcadores útiles son la UGPasa, 

ADPasa y en menor grado la Mal.

10

Para demostrar la eficacia del método in situ para la determinación de la actividad 

enzimática en hojas de plantas de fresa descrito en la presente invención, frente a los 

métodos utilizados comúnmente en la técnica, tales como la determinación de la 

actividad enzimática en extractos o “pools” de hojas de plantas de fresa, se llevó a 

cabo la determinación de la actividad de la FBPasa en un extracto proteico de hojas 15

de plantas de fresa. Como se muestra en la Figura 10, el análisis de dicha actividad a 

lo largo del tiempo indica una irregularidad que hace imposible determinar de manera 

estable la actividad enzimática, impidiendo por tanto utilizar ese método para la 

determinación de la actividad enzimática, y menos aún asociar la actividad enzimática 

con el contenido de azúcares en los frutos de las plantas analizadas. 20
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REIVINDICACIONES

1. Método para la determinación in situ de la actividad de la enzima fructosa-1,6-

bisfosfatasa (FBPasa) en una muestra vegetal obtenida de plantas de fresa 

que comprende:5

a) Incubar la muestra vegetal en una solución fijadora,

b) Contactar la muestra fijada en la etapa a) con una solución de reacción 

que comprende las enzimas auxiliares fosfoglucosa isomerasa (PGI) y 

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y los cofactores NAD(P)+ y 

ATP,10

c) Reaccionar el NAD(P)+ o un análogo del mismo en presencia de una 

solución de detección que comprende el sustrato de la enzima FBPasa

y resazurina o una sal del mismo, y 

d) Determinar la actividad de dicha FBPasa midiendo la fluorescencia 

emitida y/o color producido en la reacción de reducción de resazurina a 15

resorufina de la etapa anterior.

2. Método según la reivindicación 1 caracterizado por que el sustrato de la 

enzima FBPasa es fructosa-1,6-bisfosfato.

20

3. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 que además comprende 

la determinación de la actividad de cualquiera de las enzimas seleccionadas 

de la lista que consiste en: G6PDH, PGI, hexoquinasa (HK), UDP glucosa 

pirofosforilasa (UGPasa), ADP glucosa pirofosforilasa (AGPasa), maltasa (Mal) 

y/o cualquier combinación de las mismas.25

4. Método según la reivindicación 3 caracterizado por que la solución de reacción 

la etapa b) comprende además las enzimas auxiliares específicas para la 

determinación de dichas actividades enzimáticas. 

30

5. Método según la reivindicación 3 caracterizado por que la solución de 

detección de la etapa c) comprende además el sustrato específico para la 

determinación de dichas actividades enzimáticas. 
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6. Método según la reivindicación 4 donde las enzimas auxiliares se seleccionan 

de la lista que consiste en: fosfoglucomutasa (PGM), HK, G6PDH y/o cualquier 

combinación de las mismas.

7. Método según la reivindicación 5 donde el sustrato de la G6PDH y de la PGI 5

es glucosa-6-fosfato (G6P), el sustrato de la HK es glucosa, el sustrato de la 

UGPasa es UDP glucosa, el sustrato de la AGPasa es ADP glucosa y el 

sustrato de la Mal es la maltosa.

8. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde la solución de 10

detección de la etapa c) comprende además diaforasa y al menos un catión 

divalente. 

9. Método según la reivindicación 8 donde los cationes divalentes se seleccionan 

de la lista que consiste en: Mg2+, Co2+, Ca2+, Zn2+, Mn2+ y/o combinaciones de 15

los mismos.

10. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 donde las actividades 

enzimáticas FBPasa, G6PDH, PGI, HK, UGPasa, AGPasa, Mal y/o cualquier 

combinación de las mismas, se determinan simultáneamente.20

11. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 donde la solución 

fijadora comprende: paraformaldehído a una concentración de entre 1 a 5%, 

preferiblemente a una concentración del 2%; polivinilpirrilodona 40 a una 

concentración de entre 1-5%, preferentemente a una concentración del 2% y 25

donde dicha solución fijadora presenta un pH de entre 6-8, preferentemente pH 

7.

12. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a11 donde la solución 

fijadora comprende paraformaldehído a una concentración del 2%, 30

polivinilpirrilodona a una concentración del 2% y pH 7.

13. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 donde la muestra 

vegetal de la etapa a) se mantiene al menos 120 minutos en la solución 

fijadora.35
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14. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 donde la muestra 

vegetal de la etapa a) se mantiene al menos 150 minutos en la solución 

fijadora.

15. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14 donde la muestra 5

vegetal es una muestra de hoja. 

16. Kit para la determinación de la actividad de cualquiera de las enzimas 

seleccionadas de la lista que consiste en: FBPasa, G6PDH, PGI, HK, UGPasa,

AGPasa, Mal y/o cualquier combinación de las mismas, caracterizado por que 10

comprende: (1) una solución de reacción que comprende cofactores NAD(P)+

y/o ATP, enzimas auxiliares y resazurina o una sal del mismo; y (2) una 

solución de detección que comprende los sustratos específicos para cada 

actividad enzimática analizada y/o cualquier combinación de los mismos, 

diaforasa, y al menos un catión divalente.15

17. Kit según la reivindicación 16 donde los sustratos se seleccionan de la lista 

que consiste en FBP, G6PDH, glucosa, UDP glucosa, ADP glucosa, maltosa

y/o cualquier combinación de los mismos.

20
18. Kit según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 17 donde las enzimas 

auxiliares se seleccionan de la lista que consiste en PGM, HK, G6PDH y/o 

cualquier combinación de las mismas.

19. Kit según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18 donde los cationes 25

divalentes se seleccionan de la lista que consiste en Mg2+, Co2+, Ca2+, Zn2+, 

Mn2+ y/o combinaciones de los mismos.

20. Uso del kit según cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 para la 

determinación de cualquiera de las actividades enzimáticas seleccionadas de 30

la lista que consiste en FBPasa, G6PDH, PGI, HK, UGPasa, AGPasa, Mal y/o 

cualquier combinación de las mismas, en una muestra vegetal de plantas de 

fresa.

21. Uso según la reivindicación 20 donde la muestra vegetal es una muestra de 35

hoja.
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RESUMEN

Método para la determinación in situ de actividades enzimáticas relacionadas 

con el metabolismo del carbono en plantas

La presente invención describe un método para la determinación in situ de un conjunto 

de actividades enzimáticas específicas relacionadas con el metabolismo del carbono 

en plantas, específicamente actividades enzimáticas relacionadas con la síntesis de 

azúcares, y más específicamente, en las hojas de las plantas. Adicionalmente, la 

presente invención también se refiere a un kit y todos los componentes necesarios 

para llevar a cabo el método aquí descrito.
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