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RESUMEN
La contaminación de los suelos por metales pesados es un 

resultado de la actividad humana, agricultura e industria. Entre 
los metales pesados el plomo es un contaminante potencial que en 
las plantas ocasiona numerosos síntomas de toxicidad como por 
ejemplo, crecimiento atrofiado, ennegrecimiento del sistema radical 
y clorosis generalizada. La actividad de las enzimas superóxido 
dismutasa (SOD; EC 1.15.1.1) y glutatión reductasa (GR; EC 
1.8.1.7) se determinaron en hojas y tallos de plantas de tomate cv. 
Amalia utilizando tres concentraciones de plomo (PbAc2) (0, 50 y 
100 mg/kg). Las plantas de tomate se sembraron en el periodo de 
septiembre-diciembre del 2010 en condiciones de invernadero, las 
aplicaciones del metal se realizaron dos veces por semanas a partir 
de la aparición de la primera hoja verdadera y hasta el comienzo de 
la fase reproductiva, momento en el cual se colectaron las muestras 
para las evaluaciones. No se encontraron diferencias significativas 
en la concentración de proteínas entre los diferentes tratamientos 
en las hojas y en el tallo el contenido de proteínas fue menor en la 
máxima concentración de PbAc2. En hojas y tallos, con 50 mg/kg de 
PbAc2 se obtuvo la mayor actividad para ambas enzimas evaluadas 
sin embargo en el tallo no existieron diferencias significativas con 
esta concentración. En el tallo se observó una menor actividad de 
la SOD a la mayor concentración utilizada (100 mg/kg de PbAc2) 
siendo significativamente diferente con el control y 50 mg/kg de 
PbAc2. La tinción de las enzimas antioxidantes estudiadas en un gel 
de poliacrilamida (PAGE) mostró tres isoformas de SOD (una Mn-
SOD y dos Fe-SOD) tanto en tallo como en hojas y cuatro isoformas 
de GR en hojas y tres en el tallo. La expresión relativa de la SOD fue 
analizada mediante la PCR en tiempo real encontrándose tanto en las 
hojas como en el tallo una mayor expresión a 100 mg/kg de PbAc2. 
La cv. Amalia con 50 mg/kg de PbAc2 activa su sistema de defensa 
antioxidante protegiendo a la planta de los daños que el metal pesado 
plomo pudiera causar.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, metales pesados; superóxido 
dismutasa, glutatión reductasa, isoenzimas.

ABSTRACT
Enzyme activity of oxidative stress in tomato plants cv. Amalia 

in response to lead

Contamination of soils by heavy metals is a result of human 
activity, agriculture and industry. Among heavy metals, lead is a 
potential pollutant that in plants causes numerous symptoms of 
toxicity such as stunted growth, blackening of the root system and 
generalized chlorosis. The activity of superoxide dismutase enzyme 
(SOD; EC 1.15.1.1) and glutathione reductase (GR; EC 1.8.1.7) were 
determined in leaves and stem of tomato plants cv. Amalia using 
three lead (PbAc2) concentrations (0, 50 and 100 mg/kg). Plants were 
sown in the period from September to December 2010 at greenhouse 
conditions, metal was applicated twice a week since the first true 
leave appeared until reproductive phase beginning, time at which 
samples were collected for evaluations. Significant differences were 
not found in protein concentration between treatments on leaves; 
its content in stems was reduced under the maximum concentration 
of PbAc2. In leaves and stems the higher activity for both enzymes 
was at 50 mg/kg of PbAc2, however no significant differences were 
found in stems. In stems a less activity of SOD was observed at the 
higher concentration used (100 mg/kg of PbAc2) being significant 
different with the control and 50 mg/kg of PbAc2. Staining of the 
antioxidant enzymes studies on polyacrylamide gel (PAGE) showed 
three different SOD isoforms in leaves and stems (one Mn-SOD and 
two Fe-SOD) and four GR isoforms in leaves and three in stems. The 
relative expression of SOD was analyzed with Real Time PCR and 
a higher expression at 100 mg/kg of PbAc2 was found in leaves and 
stems. The cv. Amalia at 50 mg/kg of PbAc2 activate its antioxidant 
defense system protecting plant from the damage that lead heavy 
metal could produce.

Keywords: Solanum lycopersicum, heavy metals, superoxide 
dismutase, glutathione reductase, isoenzymes.
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al., 2007).
El plomo (Pb) y otros metales pesados 

son tóxicos para plantas, animales 
y seres humanos y concentraciones 

de trazas de metales en la cadena 
alimenticia. Entre estos metales se 
incluyen aluminio, cadmio, zinc, cobre, 
manganeso, níquel y plomo (Bidar et 

El estudio de las interacciones 
planta-metales pesados contribuye 

a la seguridad ambiental y a reducir los 
riesgos asociados con la introducción 
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excesivas suprimen en las plantas el 
metabolismo y la translocación de 
materiales de reserva para zonas en 
desarrollo y su subsecuente utilización. 
Muchos productos como la gasolina, las 
baterías de autos, los fertilizantes, las 
pinturas y otros que contienen Pb son 
indispensables para la vida humana, por 
lo cual la contaminación de los suelos 
con este metal no disminuirá en un 
futuro cercano (Yan et al., 2009).

Las plantas presentan un intervalo 
amplio de mecanismos de protección 
celular para eliminar las moléculas 
reactivas de oxígeno (ROS, del Inglés 
Reactive Oxygen Species) o controlar 
su exceso antes de causar daños al 
metabolismo y la estructura celular. 
Este sistema de defensa incluye 
componentes antioxidantes enzimáticos 
como catalasas (CAT), peroxidasas, 
superóxido dismutasas (SOD) y las 
enzimas del ciclo ascorbato-glutatión 
como la ascorbato peroxidasa (APX) 
y glutatión reductasa (GR) (Thirupathi 
et al., 2011). Pero los mecanismos 
bioquímicos y moleculares activados o 
desactivados por acción de los metales 
se han estudiado sólo parcialmente.

En esta importante hortaliza se 
han desarrollado diversos estudios 
relacionados con los metales pesados 
analizando fundamentalmente raíces y 
hojas. Akinci et al. (2010) observaron 
que en plantas de tomate que crecían 
en concentraciones de Pb de 300 
mg/L podían acumularse 1022, 1750 
y 2520 mg/kg de Pb en brotes, hojas 
y raíces, respectivamente cantidades 
que provocan daños oxidativos en el 
cultivo. Gratão et al. (2008) estudiaron 
el estrés oxidativo en plantas de tomate 
cv. Micro Tom expuestas a diferentes 
concentraciones de cadmio encontrado 
cambio en las enzimas estudiadas (CAT, 
guayacol peroxidasa-GPOX, GR y 
SOD) a medida que la concentración 
del metal aumentaba en raíces, hojas 
y frutos. Wang et al. (2008) en hojas 
de tomate expuestas a concentraciones 
de Pb de 0 y 500 mg/kg hallaron 
un aumento en la SOD a medida 
que la biodisponibilidad del metal se 
incrementaba.

El tomate (Solanum lycopersicum) 
es uno de los vegetales más cultivados 
y en Cuba es la principal hortaliza y 

se consume en fresco o en conservas. 
El cultivar Amalia presenta buen 
comportamiento agromorfológico y 
buen rendimiento agrícola (10 t/ha) 
al compararla con cultivares como 
Campell-28 y Claudia entre otras por 
lo que es uno de los cultivares más 
sembrados en el país (Amador & 
Rodríguez, 2012), pero el tomate se 
considera una planta hiperacumuladora 
(Lin-Yan et al., 2009) por lo que resulta 
relevante desarrollar este estudio por 
primera vez en esta variedad teniendo en 
cuenta que los niveles del metal pesado 
Pb en suelos cubanos (36-44 mg/kg) 
(Sobrinho et al., 2013) sobrepasa los 
umbrales informados en la literatura 
internacional (Ballesta et al., 2010).

El objetivo de este estudio fue evaluar 
en plantas de tomate cv. Amalia el efecto 
del metal pesado plomo en la actividad 
de dos enzimas antioxidantes claves en 
el estrés oxidativo. Esta investigación 
permitirá además comprender mejor las 
respuestas específicas de las isoenzimas 
las cuales podría utilizarse como 
marcadores de los niveles de plomo 
lo cual no es posible si solamente se 
determina la actividad total de las 
enzimas.

MATERIAL Y MÉTODOS

Las semillas de plantas de tomate 
cv. Amalia se sembraron en bandejas 
que contenían una mezcla 1:1 (v/v) de 
vermiculita suplementada con NPK 
(nitrógeno, fosforo y potasio) 10:10:10 
(g) y un producto comercial (Plantmax 
HT Eucatex, Sao Paulo, Brasil) al 
2% peso:volumen. La siembra se 
realizó en el período comprendido 
entre septiembre del 2010 y diciembre 
del 2011 en un invernadero ubicado en 
la Universidad de Sao Paulo/Escuela 
Superior de Agricultura, Brasil. Después 
de aparecer el primer par de hojas 
verdaderas las plántulas se trasplantaron 
a recipientes Leonard de 1 L (unidad 
experimental) conteniendo arena y 
se establecieron tres tratamientos (0, 
50 y 100 mg/kg de acetato de plomo, 
PbAc2) con tres repeticiones cada uno. 
Estas concentraciones de plomo se 
utilizaron teniendo en cuenta que las 
concentraciones de este metal en la 

superficie de los suelos en el mundo 
varían entre 10 y 67 mg/kg (Pendias & 
Pendias, 2001).

Las soluciones de PbAc2 se aplicaron 
a las plantas de tomate a razón de 50 
mL dos veces por semana hasta que 
comenzó la fase reproductiva (16 veces 
en 60 días) comenzando el día del 
trasplante; culminadas las aplicaciones 
se colectaron hojas y tallos como 
representativos de la fase vegetativa 
(crecimiento y desarrollo), se lavaron 
con agua desionizada y se almacenaron 
separadamente a -80oC para posteriores 
análisis.

Extracción y análisis de enzimas 
antioxidantes

Para la determinación enzimática 
se trabajó a 4oC. Hojas y tallos 
separadamente fueron homogenizadas 
en un mortero con 100 mM de buffer 
de potasio (pH 7.5) conteniendo 1 mM 
ácido etilendiamintetracetico (EDTA), 
3 mM DL-dithiotreitol y 5% (P/V) 
de PVPP a razón de 2:1 (volumen del 
tampón/peso fresco). Las muestras 
fueron centrifugadas 30 min a 10.000 
x g y el sobrenadante se almacenó en 
alícuotas separadas a -80oC (Azevedo 
et al., 1998).

Determinación de la actividad de 
la GR

L a  a c t i v i d a d  d e  l a  G R 
( E C  1 . 8 . 1 . 7 )  s e  d e t e r m i n ó 
espectrofotocolorimétricamente a 30oC 
en una mezcla que contenía 3 mL 
de 100 mM del buffer de fosfato de 
potasio (pH 7.5) con 1 mM de ácido 
nitrobenzoico, 1 mM de GSSG y 0.1 
mM de NADPH. La reacción comenzó 
con la adición de 50 µL del extracto 
vegetal. El valor de la reducción de 
la GSSG se monitoreó mediante el 
incremento de la absorbancia a 412 nm 
por 2 min (Gomes-Junior et al., 2006a). 
La actividad de la GR se expresa en 
µmol/min/mg de proteína.

Determinación de la actividad de 
la SOD

La actividad de la SOD (EC 1.15.1.1) 
se determinó al monitorear la inhibición 
de la reacción fotoquímica del nitro azul 
tetrazolium (NBT) (Beyer & Fridowich, 
1987), donde una unidad de actividad 
SOD se definió como la cantidad de 
enzima necesaria para provocar 50% de 
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la inhibición de la reducción del NBT 
monitoreado a 560 nm. La actividad de 
la SOD se expresa en µmol/min/mg de 
proteína.

Para todas estas determinaciones 
se empleó un espectrofotocolorímetro 
modelo Ray Leigh UV-2601 (República 
Popular de China).

E l e c t r o f o r e s i s  e n  g e l  d e 
poliacrilamida

El análisis electroforético se 
desarrolló en un gel de poliacrilamida al 
8% no-desnaturalizado y una constante 
de 20 mA/gel durante 4 h. Cantidades 
iguales de proteínas (60 mg) se cargaron 
en cada línea del gel (Gomes-Junior et 
al., 2007).

Determinación de la concentración 
de proteínas

La concentración de las proteínas se 
determinó por el método de Bradford 
(1976) utilizando albúmina bovina 
(BSA) como estándar.

PCR en tiempo real
Como procedimiento molecular 

se realizó la extracción del ARN total 
utilizando el mini Kit para plantas 
GeneEluteTM (Sigma-Aldrich®), y la 
concentración del ARN fue determinada 
utilizando un espectrofotómetro 
NanoDrop  (ND-1000 ,  The rmo 
Scientific, USA).

La primera cadena de ADNc se 
sintetizó con el sistema a SuperScriptTM 
(Invitrogen life technologies). Se realizó 
una PCR (Termociclador Applied 
Systems 2720, USA) con un ciclo a 
42oC por 5 min, 50oC por 50 min y 70oC 
por 15 min.

La expresión diferencial del gen 
que codifica para la SOD se analizó 
por PCR en tiempo real. Los cebadores 
se diseñaron con el programa Primer 
Express 2.00 (Applied Biosystems 
Software), con base a secuencias 
seleccionadas de la base de datos 
GenBank del Centro Nacional de 
Información de Biotecnología (NCBI).

Para el PCR en tiempo real se 
utilizó Platinum® SYBR® Green qPCR 
SuperMIX-UDG (invitrogen, USA) 
y un programa con ciclos estándar 
para instrumentos ABI. El programa 
empleado fue un ciclo a 95oC por 15 
min, 40 ciclos a 95oC por 15 min, 60oC 
por 60 min y finalmente un ciclo a 95oC 

por 15 min y 60oC por 60 min.
Las condiciones de la reacción 

(volumen de 10 mL) se optimizaron 
para incrementar la eficiencia del 
PCR cambiando las concentraciones 
de los cebadores y la temperatura de 
hibridación para minimizar la formación 
de dímeros. La ausencia de cebadores-
dímeros o la acumulación de productos 
inespecíficos se comprobó mediante 
una curva de fusión. La eficiencia del 
PCR se determinó utilizando una curva 
estándar con diluciones en serie del 
ADNc usando la Ubiquitina como gen 
de referencia. El gen de mantenimiento 
Ubiquitina también se utilizó como 
referencia interna para la normalización 
de los genes. Cada muestra se analizó 
por triplicado. La expresión génica se 
calculó utilizando el método delta-delta 
CT (ΔΔCT) (Livak & Schmittgen, 
2001).

Al principio, los ciclos umbral (CT) 
de los resultados triplicados de la PCR en 
tiempo Real de cada gen se promediaron 
y se usaron para la cuantificación de los 
transcritos. Luego el promedio de los 
valores CT del gen Ubiquitina (UBQ5) 
se sustrajo de la media del valor de CT 
del gen diana para obtener el valor ΔCT. 
El valor 2ΔΔCT permite estimar la tasa 
de la expresión relativa de cada gen. 
Una desviación estándar fue dada a cada 
valor y los resultados fueron analizados 
por la prueba Tuckey. Un valor P≤0.05 
fue considerado significativo.

Análisis Estadístico
Se utilizó un diseño experimental de 

bloques al azar con tres niveles de PbAc2 
(0, 50 y 100), con tres repeticiones, y 
un total de 10 unidades experimentales. 
Con los datos se realizó un ANOVA 
de clasificación simple y las medias 
de los tratamientos se compararon con 
la prueba de Tukey (p≤0.05) usando 
el programa estadístico SAS (SAS 
Institute, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El análisis bioquímico realizado 
mostró diferencias en la actividad de 
las enzimas antioxidantes estudiadas 
aunque no se observaron cambios o 
alteraciones en el fenotipo de las plantas 
(fotos no mostradas).

En los tratamientos analizados no se 
encontraron diferencias significativas 
en las hojas en cuanto al contenido 
de proteínas totales, pero en el tallo la 
mayor concentración (100 mg/kg) fue 
significativamente mayor que el control 
en un 135.1% y que el tratamiento 
con 50 mg/kg de PbAc2 (136.59%), 
provocando una sensible disminución 
de la variable analizada en ambos 
tratamientos (0 y 50 mg/kg de PbAc2) 
(Figura 1A y B). Este aumento en el 
contenido de proteínas solubles totales 
en la máxima concentración de PbAc2 
utilizada podría deberse a una saturación 
en los mecanismos de retención del 
Pb en el tallo, y consecuentemente la 
capacidad finita de este órgano para 
actuar como reservorio del metal (Abreu 
et al., 2016), el cual continúa hacía las 
hojas, donde, aunque sin diferencias 
significativas el contenido de proteínas 
disminuyó en la máxima concentración 
probada. Mohan & Hosetti, (1997) 
plantean que el contenido de proteínas 
disminuye cuando el Pb se acumula 
(hojas) y a medida que la concentración 
del metal aumenta.

La actividad de la GR ante la 
presencia de diferentes concentraciones 
de PbAc2 muestra un aumento en ambas 
partes de la planta analizada siendo 
significativa en las hojas (Figura 2A 
y B).

La actividad de la GR en las hojas 
mostró diferencias significativas 
para los tres tratamientos, con un 
aumento al usar 50 mg/kg de PbAc2 
de 157.8% comparado con el control, 
es decir, con esta concentración la 
actividad de la enzima responde al 
estrés por Pb, debido posiblemente a 
un requerimiento por glutatión en la 
forma reducida como un sustrato para 
la incorporación en fitoquelatinas o 
el ciclo del ascorbato-glutatión para 
remover el H2O2 (Gomes-Junior et 
al., 2006b), sin embargo es necesario 
realizar investigaciones futuras sobre 
la síntesis de fitoquelatinas y otros 
sistemas antioxidantes incluyendo 
metabolitos como el glutatión, ascorbato 
y amino ácidos los que podrían verse 
alterados en respuestas al Pb (Sharma 
& Dubey, 2005).

En un estudio realizado en plantas 
de tomate  a medida que aumentó la 

AM Suaréz et al. 
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concentración de plomo (100, 150 y 
200 µM) aumentaron los niveles de GR 
en las hojas (Rady & Osman, 2012), 
resultados similares se obtuvieron en 
el mismo cultivo cv. Micro Tom donde 
la actividad de la GR aumentó en las 
hojas con la mayor concentración 
probada (10 mg/kg) (Pérez et al., 2013), 
aunque en nuestro estudio en la mayor 
concentración se reduce la actividad 
de la enzima probablemente por la 
toxicidad del metal.

Resul tados s imilares  fueron 
obtenidos por Verma & Dubey (2003) 
en plantas de arroz (Oryza sativa) 
cultivadas en arena con concentraciones 
de Pb(NO3)2 entre 0.5 y 1 mM donde 
tanto en hojas como en raíces obtuvieron 

un incremento en la actividad de 
enzimas antioxidantes como la Glutatión 
reductasa. También en plantas de 
Atriplex hortensis y Atriplex rosea se 
obtuvo que bajo condiciones de estrés 
causadas por Pb la actividad de la GR 
aumentó (Kachout et al., 2009).

La presencia de estas enzimas en 
el control podría deberse a que aún 
en condiciones normales las plantas 
producen ROS, las cuales desempeñan 
una función clave en el crecimiento y 
el desarrollo de las plantas (Bagjuz & 
Hayat, 2009).

La actividad de la SOD fue 
significativamente diferente en las 
hojas en todos los tratamientos probados 
(Figura 2C) siendo mayor la actividad a 

50 mg/kg de PbAc2 en 342.47% respecto 
al control, seguido por el tratamiento de 
100 mg/kg que aumentó en un 227.40%, 
un resultado similar al obtenido por 
Ammar et al. (2008) en plantas de 
tomate donde con el metal pesado 
cadmio la mayor actividad de la enzima 
se obtuvo en las hojas comparado con la 
raíz. En tomate cv. Micro Tom Pérez et 
al. (2013) obtuvieron la mayor actividad 
de la enzima con 10 mg/kg, la máxima 
concentración utilizada teniendo en 
cuenta que este cultivar en menos de dos 
meses está fructificando, esto demuestra 
una vez más el papel detoxificante de 
la SOD.

El Pb indujo una mayor actividad 
de la SOD en las hojas, lo cual, según 
Lozano et al. (1996) puede deberse a 
que en situaciones de estrés aumenta 
la síntesis de esta proteína enzimática. 
Wang et al. (2008) señalan que la 
activación de esta enzima puede ser 
usada para mitigar el estrés por Pb.

En los tallos se encontraron 
diferencias significativas entre la 
máxima concentración de PbAc2 (100 
mg/kg) y los otros tratamientos (Figura 
2D) encontrándose los menores valores 
de la enzima (43.43% menos que el 
control) en dicho tratamiento (100 
mg/kg); mientras que con la menor 
concentración de Pb no hubo diferencias 
con el control.

En las hojas el comportamiento 
de  ambas  enzimas  fue  s imi lar 
aumentando en la concentración de 50 
mg/kg y disminuyendo en la máxima 
concentración utilizada del metal 
demostrado que está concentración 
para esta variedad de tomate es tóxica 
pues inhibe o reduce la actividad de 
ambas enzimas.

En el tallo no se observaron 
diferencias significativas en la actividad 
de la GR y si en la actividad de la 
SOD siendo mucho menor en esta 
última en la máxima concentración 
probada, este comportamiento se debe 
a que ambas enzimas tienen funciones 
diferentes para combatir el estrés 
oxidativo, la SOD se identifica como 
una protectora enzimática contra las 
reacciones de peroxidación que ocurren 
en la planta (Monk et al., 1989) y la 
GR es un componente indispensable de 
la vía enzimática ascorbato-glutatión 

Figura 1. Proteínas solubles totales (mg/g de MF); A) proteínas hojas; B) proteínas tallos de 
S. lycopersicum cv. Amalia. Letras diferentes indican diferencias significativas (p≤0.05) {total 
soluble proteins (mg/g of MF); A) protein in leaves; B) protein in stems of S. lycopersicum 
cv. Amalia. Different letters indicated significant differences (p≤0.05)}. Piracicaba, ESALQ, 
2010-2011.
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para eliminar el H2O2 que se produce 
fundamentalmente en los cloroplastos 
para mantener el estado redox de la 
célula (Asada, 1992), indicando que 
la función mayoritaria de la GR es en 
las hojas.

La actividad de la SOD y la GR en 
los extractos de las plantas que crecieron 
con dos concentraciones de Pb (50 y 
100 mg/kg) y un control, se determinó 
basándose en la separación de las 
isoenzimas en un gel de poliacrilamida 
no-desnaturalizado (Figura 3 y 4).

En las plantas se identifican tres 
formas básicas de SOD que se clasifican 
por su sitio activo y el ion de metal: 
manganeso mitocondrial (MnSOD), 
cobre/zinc citosol y cloroplastos (Cu/
ZnSOD) y la forma de hierro del 
cloroplasto (FeSOD). Estas isoenzimas 
difieren en su sensibilidad por el H2O2 y 
KCN y se pueden diferenciar fácilmente 
por gel electroforesis (Bowler et al., 
1994).

Las bandas de la SOD se clasificaron 
teniendo en cuenta la inhibición por 

peróxido de hidrogeno y KCN, como 
Mn-SOD (SOD I-resistente a los 
dos inhibidores) y Fe-SOD (SOD II-
inactivada por uno de los inhibidores). 
La actividad de teñido de la SOD mostró 
tres isoformas de una Mn-SOD y dos 
Fe-SOD tanto en tallo como en hojas 
no encontrándose diferencias en las 
bandas ni por las concentraciones de Pb 
utilizadas ni por las partes de la planta 
(Figura 2).

En el cultivar de tomate Micro-Tom 
se encontraron por Gratão et al. (2008) 
diferencias entre las hojas (tres bandas) 
y raíces y frutos (dos bandas), además en 
un estudio desarrollado en un semillero 
de tomate con un suelo contaminado 
por Pb se encontraron dos bandas de 
SOD en las hojas analizadas en todos 
los tratamientos probados (12.25, 25, 50, 
250, 500 mg/kg) incluyendo el control 
(Wang et al., 2008).

Para todos los tratamientos utilizados 
en esta investigación la actividad 
fue similar en todas las bandas y 
no se puede atribuir ningún cambio 

específico para una isoenzima en 
particular destacándose que las bandas 
encontradas caracterizan a la variedad 
Amalia pues en los estudios antes 
mencionados en tomate la cantidad de 
bandas encontradas difiere en todos los 
estudios.

El número de isoenzimas de cada 
forma básica de SOD cambia de planta 
a planta (Bowler et al., 1994), aunque 
con esta investigación encontramos 
que varía incluso entre variedades o 
cultivares de una misma especie.

En cuanto a la GR se identificaron 
cuatro isoformas en hojas y tres en el 
tallo (Figura 3) pero la actividad no 
varió mucho debido a que las isoformas 
III y IV que representan la mayor 
actividad de la enzima, muestran niveles 
similares de actividad en cuanto a la 
concentración de Pb y el control durante 
la duración del experimento, destacando 
que la forma IV no aparece en el 
tallo. Una diferencia en la intensidad 
de la banda en la isoforma III en el 
control y la concentración de 50 mg/

Figura 2. Actividad de enzimas (µmol/min/mg de proteína); A) GR hojas, B) GR tallos, C) SOD hojas, D) SOD tallos de S. lycopersicum 
cv. Amalia. Letras diferentes indican diferencias significativas (p≤0.05) {enzymes activity (µmol/min/mg of protein); A) GR in leaves, B) 
GR in stems, C) SOD in leaves, D) SOD in stem of S. lycopersicum cv. Amalia. Different letters indicated significant differences (p≤0.05)}. 
Piracicaba, ESALQ, 2010-2011.
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kg se puede apreciar en las hojas 
pudiendo no deberse al estrés por el 
metal debido a que se observa el mismo 
comportamiento que en el control.

En las plantas se han identificado GR 
citosólica y plastídica (Xiang & Oliver, 
1998) predominando en nuestro caso la 
plastídica por los tejidos fotosintéticos 
predominantes.

Para profundizar en las respuestas 

moleculares al  estrés oxidativo 
causado por el metal pesado Pb se 
estudió la expresión relativa de la 
SOD encontrándose diferentes niveles 
de expresión dependiendo de las 
concentraciones de PbAc2 usadas y la 
parte de la planta recolectada (Figura 
5A y B).

La SOD fue mayoritariamente 
inducida a 100 mg/kg tanto en las hojas 

(Figura 5A) como en el tallo (Figura 5B) 
aunque en este último la expresión fue 
marcadamente mayor. Esta expresión en 
la máxima concentración utilizada fue 
significativamente diferente al control 
y a 50 mg/kg.

La elevada expresión de la SOD a 
100 mg/kg en hojas y tallos (367.44 y 
1331% respectivamente) indican que a 
esta concentración las plantas de tomate 

Figura 3. Actividad de teñido para la SOD en gel de poliacrilamida donde línea 1-3 hojas con 0, 50 y 100 mg/kg de PbAc2 respectivamente; 
línea 4-6  tallos con 0, 50 y 100 mg/kg de PbAc2 respectivamente; línea 7 Standard de SOD bovina (SOD staining activity in polyacrylamide 
gel where line 1-3 leaves with 0, 50 and 100 mg/kg of PbAc2 respectively; line 4-6 stems with 0, 50 and 100 mg/kg of PbAc2 respectively; 
line 7 Bovine SOD standard). Piracicaba, ESALQ, 2010-2011.

Figura 4. Actividad de teñido para la GR en gel de poliacrilamida donde línea 1 es standard de Saccharomyces cerevisiae GR; línea 2-4 hojas 
con 0, 50 y 100 mg/kg de PbAc2 respectivamente; línea 5-7 tallos con 0, 50 y 100 mg/kg de PbAc2 respectivamente (GR staining activity in 
polyacrylamide gel where line 1 Saccharomyces cerevisiae GR standard; 2-4 leaves with 0, 50 and 100 mg/kg of PbAc2 respectively; line 
5-7 stems with 0, 50 and 100 mg/kg of PbAc2 respectively). Piracicaba, ESALQ, 2010-2011.
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experimentan un estrés oxidativo por el 
metal activando su sistema de defensa 
donde la SOD representa la primera 
línea de este sistema (Elstner, 1991; Ray 
& Husain, 2002).

Pérez et al. (2013) analizaron 
la expresión relativa de la SOD en 
plantas de tomate cv. Micro-Tom con 
concentraciones de PbAc2 inferiores a 
las utilizadas en este estudio (0, 5 y 10 
mg/kg) encontrando que en este cultivar 
la expresión relativa de la enzima fue 
superior en la concentración de Pb más 
baja (5 mg/kg) independientemente de 
la fase de desarrollo del cultivo. En 
otro estudio realizado con Pb Ibrahim 
& Bafeel (2009) en hojas de Lipidiun 
sativum (mastuerzo) investigaron los 

efectos de la toxicidad por el metal en la 
expresión génica de la SOD encontrando 
que a medida que aumentaban las 
concentraciones (400 y 600 ppm) la 
expresión diferencial aumentaba, similar 
a nuestro estudio donde aumentos 
en la concentración conllevaron a 
aumentos en la expresión relativa del 
gen SOD. Estos resultados destacan 
que la expresión de este gen no solo 
va a depender del metal sino también 
del cultivo e incluso de la variedad o 
cultivar utilizado.

Los estudios realizados referentes 
al estrés oxidativo en plantas a nivel 
molecular indican que el cambio en la 
expresión de los genes producto al estrés 
es importante para la adaptación de la 

planta al ambiente en el que se encuentra 
(Xu et al., 2016) pudiendo considerase 
la expresión génica como un marcador 
de estrés en estudios ecofisiológicos 
(Tausz et al., 2004).

En el estudio bioquímico realizado 
se obtuvo que la concentración de 50 
mg/kg de PbAc2 activa el sistema de 
defensa antioxidante conformado por 
la SOD y GR y la concentración de 
100 mg/kg de PbAc2 a nivel molecular 
induce la expresión de la SOD en tallos 
y hojas. En ambos estudios se observa 
que aún a la máxima concentración de 
Pb utilizada el sistema de defensa de la 
planta es eficiente pues no se observaron 
daños fenotípicos durante la fase de 
desarrollo analizada.

La caracterización isoenzimática 
de la SOD permitió concluir que las 
diferentes isoformas en la planta de 
tomate difieren en las variedades o 
cultivares y en este estudio no dependió 
ni de las concentraciones de Pb utilizadas 
ni de la parte de la planta, y en cuanto 
a la GR las isoformas identificadas 
dependieron de la parte de la planta 
estudiada.

Es recomendable realizar estudios 
con esta variedad con concentraciones 
de Pb superiores para delimitar la 
concentración que comience a dañar 
la planta, incluyendo análisis del fruto.
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