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RESUMEN

Los desechos industriales y agricolas son la principal fuente
de acumulacion de cobre en el suelo. El cobre es un micronu-
triente esencial de las plantas que es requerido para su cre-
cimiento y participa en reacciones de oxidacion-reduccion. Sin
embargo, se convierte en un metal toxico cuando se encuentra
en los tejidos a concentraciones mas altas a las necesarias
para el crecimiento vegetal (>30mgkg'). El cobre promueve la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), en forma
enzimdtica y no enzimdtica (a través de la reaccion de Fen-
ton), las cuales pueden causar la oxidacion de proteinas y lipi-
dos, alterar la integridad de las membranas, la fotosintesis, el
crecimiento e inducir la muerte celular. Entre los mecanismos
bioquimicos de defensa que se inducen en respuesta al danio

oxidativo causado por cobre esta el incremento de las activi-
dades de enzimas antioxidantes tales como catalasa, superox-
ido dismutasa, glutation reductasa, ascorbato y guaiacol per-
oxidasas. Algunos estudios indican que metabolitos secundarios
antioxidantes como dcidos fendlicos, poliaminas y flavonoles
también podrian estar involucrados en contrarrestar el daiio
por oxidacion generado por cobre. Debido a la relevancia del
daiio que causa en las plantas la exposicion a niveles toxicos
de cobre, en este articulo se hace una revision de los estudios
realizados desde 2000 hasta 2012, que muestra los procesos
bioquimicos y fisiologicos que son afectados en las plantas por
el estrés oxidativo inducido por el metal y de los mecanismos
antioxidantes que participan en la defensa al exceso de cobre.

1 cobre es un elemento

esencial en la nutricion

mineral de las plantas,
requerido en concentraciones trazas para
completar su ciclo de vida (Taiz y Zeiger,
2010). El cobre participa en la catalisis de
reacciones de oxidacion-reduccion y forma
parte como grupo prostético de enzimas
que participan en procesos fundamentales
para las plantas, tales como el transporte
de electrones en la fotosintesis y la respi-
racion. Otras enzimas que requieren del
cobre son las que catalizan las reacciones
de lignificacion de la pared celular y de la
destoxificacion de las especies reactivas de
oxigeno (ERO). Ejemplos de estas enzimas
son la plastocianina, citocromo oxidasa, ti-

rosinasa, lacasa, diamina oxidasa, D-galac-
tosa oxidasa, polifenol oxidasa, ascorbato
oxidasa y superoxido dismutasa (Fernan-
des y Henriques, 1991; Maksymiec, 1997).

Las plantas realizan sus
funciones de forma normal con concen-
traciones de 5-30mg de cobre por kg de
tejido en peso seco (Orcutt y Nilsen,
2000). Niveles superiores de cobre son
considerados toxicos, ya que afectan el
crecimiento y la fotosintesis (Maksymiec,
1997). Debido a sus caracteristicas de
oxido-reduccion, el cobre cataliza la for-
macion de ERO provocando la oxidacion
de componentes celulares. Los radicales
hidroxilo (OH-) producidos pueden iniciar
la peroxidacion de lipidos, modificando la

estructura de las membranas celulares
(Maksymiec et al., 1994; Yruela, 2005).

En respuesta al dafio
oxidativo causado por el cobre, en las
plantas hay incrementos en la expresion
de genes y la actividad de enzimas antio-
xidantes. Algunos estudios muestran tam-
bién la participacion de metabolitos se-
cundarios antioxidantes. En este articulo
se presenta una revision de los avances
en los ultimos doce afios sobre los proce-
sos bioquimicos y fisioldgicos que son
afectados por el cobre en las plantas, los
mecanismos para evitar la absorcion del
metal o su translocacion, y la induccion
de la defensa antioxidante en respuesta al
estrés por cobre.
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TABLA I

CONTENIDO DE COBRE EN SUELOS CONTAMINADOS DE DIFERENTES PARTES DEL MUNDO

Fuente

Concentracion de cobre

Referencia

Procesos naturales (Baja California, México)

Riego con aguas residuales en suelos agricolas (Hidalgo, México)
Riego con aguas residuales en suelos agricolas (China)

Suelos de campos petroleros (Tabasco, México)

Mina de Pb, Zn, Ag (Hidalgo, México)

Mina de Ag, Au, Pb, Cu, Zn, Mn (San Luis Potosi, México)

Mina de plata (Guanajuato, México)
Mina de Cu (Iran)

Uso de fungicidas en vifiedos (Francia)
Uso de fungicidas en vifiedos (Brasil)

Uso de fungicidas en vifiedos (Australia)

Sedimentos (10-50mg-kg™)
Irrigados (40-95mg-kg™)
No irrigados (22-45mg-kg™!)

Irrigados (67-101mg-kg™)
No irrigados (22mg-kg™')

Contaminado (660mg-kg')

Rosales et al., 1994
Flores-Delgadillo et al., 1992

Cao y Hu, 2000

De la Cruz-Landero ef al., 2010

No contaminado (480mg-kg)

Dentro de 1000m (8638mg-kg')
Mayor a 4000m (<30mg-kg

Suelo (15-7200mg-kg)

Ongley et al., 2003

)

Razo et al., 2004

Sedimentos (71-2190mg-kg™")

Suelos cercanos (221mg-kg™')

Suelos lejanos (17mg-kg™)

Centro de la mina (1132mg-kg™")

Landero et al., 2008

Boojar y Farah, 2011

9,2km al sur de la mina (36,18mg-kg™")

10 vifiedos (38-251mg-kg™")

Brun et al., 2001

Parcelas forestales (20-26mg-kg)

Contaminado-40 afios (1019,

Img-kg') Mirlean et al., 2007

No contaminado (49,8mg-kg™)

Contaminado <30 afios (250mg-kg")
No contaminado (<20mg-kg-

Pietrzak y Uren, 2011
)

Contenido de Cobre en la Corteza
Terrestre

La concentracion de co-
bre en la corteza terrestre se encuentra
entre 20-30mg de cobre por kg de suelo
(Wedepohl, 1990); pero en suelos de dife-
rentes partes del mundo el nivel de cobre
se eleva a mas de 50mgkg' debido a la
actividad minera, la industria petrolera, al
uso de aguas residuales sin tratamiento
para el riego de suelos agricolas y al uso
de fungicidas en la agricultura (Tabla I).

El cobre en el suelo no
siempre se encuentra totalmente disponi-
ble para su absorcion por las plantas, de-
bido a que puede estar formando comple-
jos insolubles con la materia organica,
con arcillas o con aniones como CO;> y
S2, dependiendo de caracteristicas del
suelo tales como el pH, la capacidad de
intercambio de cationes y la presencia de
materia organica (Krauskopf, 1983). Sin
embargo, la solubilidad del cobre puede
incrementar en suelos acidificados por la
presencia de plantas, por medio de la li-
beracion de protones a la rizosfera a tra-
vés de las enzimas H*-ATPasas localiza-
das en la membrana plasmatica de las cé-
lulas vegetales (Palmer y Guerinot, 2009).

Absorcion y Transporte del Cobre en
las Plantas

La absorcion de iones en
las plantas comienza en la epidermis de la
raiz. El movimiento de los iones desde la
epidermis a la endodermis de la raiz tiene
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lugar por difusion apoplastica, hasta que
es interrumpida por la presencia de la
banda de Caspari (Hopkins, 1995). El co-
bre es absorbido por las plantas como ion
divalente (Cu'?) en suelos aireados y en su
forma monovalente (Cu*) en suelos hume-
dos con bajas concentraciones de oxigeno
(Salisbury y Ross, 1991). El transporte de
cobre a través de la membrana plasmatica
es por medio de canales o transportadores,
que es la Unica via para pasar a través de
la endodermis y llegar al tejido vascular
(Hopkins, 1995). Al respecto, ya se identi-
ficaron algunas proteinas transportadoras.
En Arabidopsis thalianna, el cobre es
transportado como Cu* por el transporta-
dor COPT1 (Sancenén et al., 2004). Se ha
sugerido que la absorcion del cobre como
Cu*? es a través de transportadores tipo
ZIP (Pilon, 2011). El cobre se mueve al
periciclo de la raiz donde puede ser trans-
portado al xilema a través del transporta-
dor HMAS, que pertenece a la familia de
ATPasas tipo P, implicadas también en el
transporte de metales pesados como el
Fe*?, Zn, Cd? y Pb*? (Solioz y Vulpe,
1996; Palmer y Guerinot, 2009).

Por ultimo, la transloca-
cion de cobre de la raiz a las hojas a tra-
vés del xilema aparentemente se lleva a
cabo de forma pasiva por la corriente de
la transpiracion, al igual que todos los
micronutrientes (Tiffin, 1983). Sin embar-
go, en plantulas de Ricinus communis el
cobre es transportado via floema, posible-
mente a través de su asociacion con la ni-
cotianamina, un aminoacido no proteino-
génico (Schmidke y Stephan, 1995).

Efectos Toxicos del Cobre en las
Plantas

El cobre, a concentracio-
nes ligeramente superiores a las requeri-
das por las plantas (30mg-kg!' de tejido
en peso seco), produce efectos toxicos ta-
les como la inhibicion del crecimiento en
raices y brotes (Pasternak et al., 2005;
Groppa et al., 2008; Lequeux et al., 2010;
Zhao et al., 2010).

En las raices, la inhibi-
cion del crecimiento por el cobre puede
ser resultado de una reduccion en el pro-
ceso de division celular y del dafio es-
tructural o muerte de las células del me-
ristemo apical (Jiang et al., 2001; Liu et
al., 2009). Por otra parte, la reduccion
en el tamafo celular por el cobre ocasio-
na una contraccion del didmetro de rai-
ces y tallos, y una disminucion en el
crecimiento de hojas, lo que indica que
el cobre también afecta el proceso de
expansion celular (Pasternak et al., 2005;
Kasim, 2006). La capacidad de expan-
sion de la célula puede ser reducida con
el incremento en la lignificacion y rigi-
dez de la pared celular. El cobre estimu-
la la actividad de coniferil alcohol pe-
roxidasa y acido indolacético oxidasa en
diferentes compartimentos celulares de
las raices, lo que sugirere que el creci-
miento se inhibe como resultado del in-
cremento en la lignificacién de la pared
celular y en el catabolismo de auxinas
(Chaoui et al., 2004).

La inhibicion del creci-
miento de la raiz principal generalmente
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va acompafiada de una reduccion
de la zona de elongacion y de un

Transporte de
electrones

incremento en la formacion de
raices laterales o de pelos radica-
les que se desarrollan lejos del
meristemo apical. Este re-arreglo
en la arquitectura de las raices
involucra cambios en la distribu-
cion de auxinas y citocininas, y 0,
en el metabolismo de ERO (Pas-
ternak et al., 2005; Lequeux et

al., 2010). T

Cu?+

La exposicién de
las plantas a cobre disminuye la
productividad de granos, debido
probablemente a un cierre de los
estomas, que afecta el intercam-
bio de gases y el transporte de
electrones de la fotosintesis (Ka-
sim, 2006). Al respecto, el cobre bloquea
el transporte de electrones en diferentes
sitios del fotosistema II, a nivel del cen-
tro de reaccion, de la quinona (Qg) y de
la tirosina de la proteina D1 (Hsu y Lee,
1988; Mohanty et al., 1989; Schroder et
al., 1994). En el fotosistema I, el cobre
interactua con la ferredoxina inhibiendo
la fotorreduccion del NADP* (Shioi et al.,
1978). La funciéon de los fotosistemas
también es modificada por los cambios en
la composicion de lipidos, acompaifiados
con una disminucion de la fluidez de la
membrana tilacoide (Maksymiec et al.,
1994; Quartacci et al., 2000). La reduc-
cién por cobre de los contenidos de cloro-
filas y carotenoides también afecta la efi-
ciencia fotosintética (Luna et al, 1994;
Burzynski y Klobus, 2004; Khatun et al.,
2008). El cobre inhibe la actividad in vi-
tro de la enzima acido d-aminolevulinico
deshidratasa, involucrada en la sintesis de
los anillos de porfirinas de las clorofilas
(Scarponi y Perucci, 1984). El cobre tam-
bién altera el transporte de hierro a las
hojas y esto puede disminuir la sintesis
de clorofilas (Price y Carell, 1964;
Burzynski y Klobus, 2004). La reduccion
de pigmentos fotosintéticos da como re-
sultado un aspecto clordtico caracteristico
de las hojas en las plantas que crecen en
exceso de cobre (Drazkiewicz et al.,
2004; Tewari et al., 2006). Las enzimas
ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigena-
sa y la fosfoenolpiruvato carboxilasa de
la fijacion de carbono reducen su activi-
dad en la presencia de cobre (Stiborova et
al., 1987).

El cobre reprime tam-
bién la fotosintesis a nivel genético, ya
que disminuye la expresion de los genes
que codifican para la subunidad grande
de la enzima ribulosa-1,5-bifosfato car-
boxilasa oxigenasa, las proteinas de union
a clorofila a-b, los citocromos b/b6 y de
proteinas del centro de reaccion de los
fotosistemas 1 y II (Sudo et al., 2008).
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Figura 1. Vias de generacion de especies reactivas de oxigeno en
plantas tratadas con cobre. SOD: superdxido dismutasa, CAT: cata-
lasa, APOD: ascorbato peroxidasa. La direccion de las flechas in-
dica las enzimas antioxidantes que son (1) inducidas o (]) reprimi-
das por el cobre.

El cobre promueve la
generacion de ERO (O,-, anidén superoxi-
do; H,0,, perdxido de hidrogeno y OH:,
radicales hidroxilo) por medio de varios
mecanismos (Figura 1). Uno de ellos
ocurre durante el acarreo de electrones
en la fotosintesis. Por ejemplo, los elec-
trones de la plastiquinona son aceptados
por el cobre y transferidos al oxigeno lo
que genera O,~. Otros mecanismos son
la induccion de la actividad de las enzi-
mas NADPH oxidasa y superoxido dis-
mutasa (SOD), la reacciéon de Fenton y
la reduccion de la actividad de las enzi-
mas del sistema antioxidante (Urbanski
y Bergsewicz, 2000; Babu et al., 2001;
Drazkiewicz et al., 2003; 2004; Maksy-
miec y Krupa, 2006; Bouazizi et al.,
2010; Zhang et al., 2010). La oxidacion
de lipidos y proteinas es un indicador
del dafio oxidativo generado por el exce-
so de cobre (Cuypers et al., 2000; Ali et
al., 2006; Tewari et al., 2006). La pe-
roxidacion de lipidos y la liberacion ex-
tracelular de potasio, son indicativos del
dafno en la membrana plasmatica por ex-
posicion a cobre (Kovacik et al. 2008a).
La pérdida de la integridad de la mem-
brana celular también se relaciona con
una acumulaciéon de ERO y peroxidacion
de lipidos (Wang et al., 2011). Las li-
pooxigenasas implicadas en la peroxida-
cién de lipidos (Skorsynska-Polit, 2007)
aumentan su actividad en funcion de la
concentracion de cobre y con el aumento
de los niveles de ERO (Khatun et al.,
2008; Wang et al., 2011).

La muerte celular en
las raices es resultado de la acumula-
cion de cobre (Yeh et al., 2003; Liu et
al., 2009; Lequeux et al., 2010; Lehotai
et al., 2011). La necrosis se ocasiona
por un nivel alto de ERO, pero una
muerte celular programada también po-
dria ser inducida por la presencia de las
ERO como ocurre bajo diferentes con-
diciones de estrés (Pellinen et al., 2002;

Van Breusegem y Dat, 2006).
El pre-tratamiento de raices con
choque térmico moderado redu-
ce la produccion de ERO indu-
cida por cobre y la muerte celu-
lar (Chen et al., 2008).

Mecanismos para Evitar y
Tolerar el Estrés por Cobre

Uno de los mecanismos
externos de proteccion al cobre
en las plantas es la interaccion
de las raices con hongos mico-
rricicos. En plantas inoculadas
con hongos ectomicorricicos y
tratadas con cobre, no hay inhi-
bicion del crecimiento de las
raices y el transporte del metal
a la parte aérea es menor que en las
plantas sin micorrizas (Van Tichelen et
al., 2001).

La retencion del cobre
en la pared celular de las raices (Chen
et al., 2004) podria deberse a la union
covalente del metal a los atomos de
oxigeno de la lignina y la celulosa, re-
gulando su absorciéon a través de la
membrana plasmatica (Orcutt y Nilsen,
2000). Algunas plantas como Arabidop-
sis thaliana exudan &cidos organicos
como el citrato en respuesta al estrés
por cobre (Murphy et al., 1999), que a
su vez pueden formar complejos con el
metal o cambiar el pH de la rizosfera y
alterar la absorcion del cobre (Lopez-
Bucio et al., 2000). Cuando las concen-
traciones internas de cobre son altas,
hay plantas que no translocan el metal
a la parte aérea (Russo et al., 2008). En
otras plantas, el exceso de cobre es al-
macenado en las vacuolas de las hojas
(Boojar y Goodarzi, 2007) y un meca-
nismo de tolerancia al cobre es el trans-
porte mas eficiente del metal a las va-
cuolas (Ke et al., 2007). La uniéon del
cobre a otras moléculas (quelacion) es
una forma de mantener el metal en una
baja concentracion en el citosol. Los li-
gandos de alta afinidad por cobre son
acidos organicos (malico, citrico, oxali-
co), aminoacidos (prolina, histidina, as-
paragina y cisteina), péptidos (glutation
y fitoquelatinas) y metalotioneinas (Hall,
2002; Sharma y Dietz, 2006). La histidi-
na y la prolina que act@ian como ligan-
dos de cobre se encuentran en el xilema
de la especie Brassica carinata (Irtelli
et al., 2009). La acumulacion de fito-
quelatinas se induce a concentraciones
toxicas de cobre (Schat et al., 2002) y
la sobreexpresion del gen PsMT,; que
codifica para una proteina tipo metalo-
tioneina incrementa en las plantas la
capacidad para translocar y acumular
cobre en las hojas (Turchi et al., 2012).
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Expresion de Genes y Perfil
de Proteinas en Respuesta al
Estrés por Cobre
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MDA—>DHA de la actividad de las en-
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Los estudios de expre-
sion genética y de perfil de
proteinas muestran que ante el
estrés por cobre, muchos pro-
cesos fisiologicos y bioquimi-
cos son alterados y que la res-
puesta de las plantas es un
proceso complejo (Li et al.,
2009). En hojas de plantas de
Oriza sativa hay un incremen-
to en la expresion de 146 ge-
nes en respuesta al cobre. La
mayoria son genes de defensa,
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zimas y el incremento
del contenido de ascor-
bato-glutation dependen
del tiempo de exposicion
y de la concentracion de
cobre (Drazkiewicz et
al., 2003). Asi mismo, el
ciclo ascorbato-glutation
es activado en dos fa-
ses, la primera activa-

OLsv1dodY

DHA
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del metal (Cuypers et
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respuesta a estrés, transduc-

cién de la sefial y metabolis- Po

\>

liaminas _7PARED CELULAR

al., 2000).
La enzima SOD

mo. Dentro de los genes rela-
cionados con la defensa estan
los que codifican para protei-
nas tipo metalotioneina y pe-
roxidasa. La expresion de ge-
nes que codifican para enzi-
mas involucradas en la sinte-
sis de flavonoides, fitoalexinas y lignina
también aumenta por la exposicion a ex-
ceso de cobre (Sudo et al., 2008). Sin
embargo, en plantas de Medicago sativa
se muestra que la acumulacion de isofla-
vonoides en respuesta a la exposicion a
cobre se debe principalmente a la hidroli-
sis de conjugados almacenados y no a la
induccion de su biosintesis (Parry et al.,
1994). En Elsholtzia splendens se identifi-
caron 45 proteinas en raices y seis protei-
nas en hojas que aumentaron o disminu-
yeron su contenido en respuesta a cobre.
Los procesos biologicos en los que estas
proteinas participan son muy diversos
como metabolismo, transporte, regulacion
de procesos bioldgicos, homeostasis redox
y respuesta a estrés (Li et al., 2009). En
los estudios anteriores, el cobre es trans-
portado a hojas y la respuesta es el resul-
tado del efecto directo del cobre en este
organo. Sin embargo, en Phaseolus vulga-
ris y Brassica napus también se observan
respuestas de defensa en las hojas cuando
el metal no esta presente o si ain no es
translocado a las hojas (Cuypers et al.,
2000; Russo et al., 2008), lo cual indica
que son necesarios estudios para identifi-
car las sefiales de estrés percibidas por
las hojas, asi como los genes y proteinas
que son activados en la parte aérea en
respuesta a dichas sefiales.

Los genes de proteinas
relacionadas a patogénesis (PR) son indu-
cidas en respuesta al cobre. En plantas
incubadas con cobre incrementa la expre-
sion de genes que codifican para precur-
sores de endoquitinasa A, B-1,3-glucana-
sa, inhibidor de xilanasa y proteinas de
transferencia de lipido no especifica

que podrian
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Figura 2. Enzimas y metabolitos secundarios antioxidantes que participan en la
respuesta al estrés de cobre. Ciclo ASC-GSH: ciclo arcorbato-glutation, DHA:
compuestos fendlicos,
APOD: ascorbato peroxidasa, CAT: catalasa, GPOD: guaiacol peroxidada, SOD:
super6xido dismutasa. Entre signos de interrogacion se indican las reacciones

dehidroascorbato, MDA: monodehidroascorbato, CF:

ocurrir (Sgherri et al., 2003).

(Sudo et al., 2008). En tallos de Capsi-
cum annuum, el cobre induce la expre-
sion de los genes que codifican para las
proteinas PRI, B-1,3-glucanasa, peroxida-
sa y una sesquiterpeno ciclasa involucra-
da en la biosintesis de la fitoalexina cap-
sidiol. Asi mismo, cuando las plantas de
C. annuum son pre-tratadas con cobre
muestran menos dafios causados por la
inoculaciéon con el patdogeno Verticillium
dahliae, 1o que sugiere que se desencade-
na lo que se conoce como proteccion cru-
zada (Chmielowska et al., 2010).

El cobre modifica tam-
bién la expresion de genes de enzimas in-
volucradas en la defensa antioxidante (Fi-
gura 2). En raices y hojas de plantas de
A. thaliana tratadas con cobre hay induc-
cion de la expresion de genes que codifi-
can para las enzimas catalasa (CAT), as-
corbato peroxidasa (APOD) y superdxido
dismutasa (SOD. El incremento en el ni-
vel de transcritos de la SOD es debido
principalmente a la expresion de los ge-
nes de la isoforma Cu/Zn-SOD (Cuypers
et al., 2011).

Respuesta Antioxidante al Estrés por
Cobre

Ante el estrés oxidativo
generado por el exceso de cobre, en las
plantas ocurren cambios en los compo-
nentes del sistema antioxidante enzimati-
cO y no enzimatico que se encuentran en
diferentes compartimientos de la célula
(Figura 2).

En el ciclo ascorbato-glu-
tation participan las enzimas APOD, glu-
tation reductasa (GR), monodehidroascor-

cataliza la produccion de
H,0, a partir de Oy,
que podria ser sustrato
para la formacion del ra-
dical OH'. En hojas ex-
puestas a cobre, la acti-
vidad de SOD se corre-
laciona con el incremento en el contenido
de OH- (Drazkiewicz et al., 2004). La ac-
tivacion de SOD podria deberse a que se
inducen principalmente isoformas de la
enzima Cu/Zn-SOD (Tewari et al., 2006).
El H,0, que se forma es convertido a
agua por la actividad de las enzimas
CAT y APOD que tienen diferente afini-
dad por el H,0O,. Las enzimas SOD, CAT,
GR, APOD y guaiacol peroxidasas
(GPOD) son activadas desde las primeras
horas de tratamiento con cobre; aunque el
comportamiento de sus actividades a tra-
vés del tiempo es diferente para cada una
de las enzimas (Mediouni et al., 2009).
Las enzimas GPOD lo-
calizadas en la pared celular o en la va-
cuola son bifuncionales, catalizando tanto
la generacion como el consumo de H,O,
para la oxidacion de substratos fenolicos,
precursores de lignina, auxinas y metabo-
litos secundarios (Jouili et al., 2011). En
plantas de Matricaria chamomilla trata-
das con cobre, ¢l incremento en la activi-
dad GPOD en las raices es mayor al en-
contrado en hojas y ello se relaciona con
una mayor acumulacién del metal en las
raices (Kovacik et al., 2008b). El incre-
mento en los niveles de H,0, y de la ac-
tividad de GPOD en las hojas como una
respuesta al cobre sugiere que esta enzi-
ma estd involucrada en la resistencia al
dafio oxidativo (Khatun et al., 2008). La
enzima GPOD podria participar en la re-
mocion del H,O, producido en el apoplas-
to de las hojas (Zhang et al., 2010). El
aumento en la actividad de GPOD cati6-
nicas y anidnicas es acompafiada con la
acumulacion de lignina y la disminucion
en el contenido de H,0, (Lin et al,
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2005). Por lo que, estas enzimas podrian
estar involucradas en la sintesis de ligni-
na y la detoxificacion de H,O, en res-
puesta a cobre.

Los Metabolitos Secundarios en la
Defensa Antioxidante al Estrés por
Cobre

La acumulacion de me-
tabolitos secundarios con actividad antio-
xidante también podria formar parte del
sistema de defensa de las plantas para to-
lerar el estrés oxidativo causado por la
exposicion a altas concentraciones de co-
bre (Figura 2). En segmentos de hojas de
Triticum aestivum expuestos a cobre se
induce la acumulacion de la poliamina
putrescina y la actividad de ornitina des-
carboxilasa, involucrada en su sintesis
(Groppa et al., 2007). Cuando estos seg-
mentos de hojas son previamente incuba-
dos con la poliamina espermina y des-
pués son tratados con cobre, se inhibe la
peroxidacion de lipidos. Este pre-trata-
miento también restaura parcial o total-
mente la actividad de las enzimas antio-
xidantes, sugiriendo una funcién de pro-
teccion de las poliaminas contra el estrés
oxidativo causado por cobre (Groppa et
al., 2001). Los sitios de almacenamiento
de poliaminas podrian ser la vacuola, clo-
roplasto y pared celular, de acuerdo a lo
senalado por Kaur-Sawhney et al. (2003).

En las hojas de Withania
somnifera se ha propuesto que los com-
puestos fenolicos son parte de la defensa
antioxidante en respuesta al cobre (Kha-
tun et al., 2008). El cobre induce la acu-
mulacion de compuestos fenodlicos y fla-
vonoides que podrian estar involucrados
en la defensa antioxidante o en la sintesis
de lignina a través de las reacciones cata-
lizadas por las peroxidasas de acido ca-
feico y acido clorogénico (Ali et al.,
2006). El incremento en el contenido de
acidos fenolicos probablemente evita la
peroxidacion de lipidos causada por cobre
(Kovacik et al., 2008a, b). En brotes de
Raphanus sativus el contenido de deriva-
dos hidroxilados de los acidos cinamico y
benzoico y el nivel de &cido ascorbico
aumentan conforme el cobre es acumula-
do, por lo que en este estudio proponen
que el H,O, generado por la exposicion a
cobre podria ser detoxificado por los 4ci-
dos fendlicos a través de una reaccion ca-
talizada por una peroxidasa. Los radica-
les generados por esta reaccion podrian
ser reducidos por el acido ascorbico, que
se regenera en el citosol. Esta serie de
reacciones probablemente ocurran en el
apoplasto y en la vacuola, que son los
compartimentos celulares donde hay una
mayor concentraciéon de compuestos fend-
licos (Sgherri et al., 2003).
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En plantas de Phaseolus
coccineus tratadas con cobre, hay una
mayor acumulacion de flavonoles en las
hojas jovenes comparado con las hojas
viejas (Skorzynska-Polit et al., 2004); su-
giriendo que la etapa de desarrollo de la
hoja también influye en la respuesta de
defensa de la planta. Una explicaciéon po-
dria ser que las hojas jovenes presentan
una defensa quimica activa. Sin embargo,
durante la transicién de la hoja como 6r-
gano receptor a oOrgano fuente (hojas
completamente expandidas), el nivel de
compuestos de defensa disminuye y las
hojas no cuentan con suficientes reservas
de carbono. Durante esta etapa de transi-
cion las hojas son incapaces de asignar
los recursos necesarios para la defensa y
reparacion, y son vulnerables al estrés
(Coleman, 1986).

Conclusiones

Las plantas han desarro-
llado diversos mecanismos externos e in-
ternos para evitar la acumulacion del co-
bre, y de defensa para contrarrestar los
efectos toxicos de este metal. La genera-
cion masiva de especies reactivas de oxi-
geno como resultado de la exposicion al
cobre induce la activacion del sistema en-
zimatico antioxidante. La acumulacion de
metabolitos secundarios también podria
formar parte de esta respuesta antioxidan-
te regulada a nivel de la expresion de los
genes que codifican para las enzimas res-
ponsables de su sintesis.
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OXIDATIVE DAMAGE CAUSED BY COPPER AND THE ANTIOXIDANT RESPONSE OF PLANTS

Janet Maria Leon Morales and Gabriela Sepulveda-Jiménez

SUMMARY

Industrial and agricultural wastes are the main source of
copper accumulation in the soil. Copper is an essential mi-
cronutrient for plants, required for their growth, and par-
ticipates in oxidation-reduction reactions. However, copper
becomes a toxic metal when it is in tissues at concentrations
higher than those needed for plant growth (>30mgkg’). Cop-
per promotes the generation of reactive oxygen species (ROS),
in enzymatic and non-enzymatic form (through the Fenton reac-
tion), which may cause oxidation of proteins and lipids, alter
membrane integrity, photosynthesis and growth, and induce cell
death. Among the biochemical mechanisms that are induced in
response to the oxidative damage caused by copper is the in-

crease in the activities of antioxidant enzymes such as catalase,
superoxide dismutase, glutathione reductase, ascorbate and
guaiacol peroxidases. Some studies indicate that antioxidant
secondary metabolites such as phenolic acids, polyamines and
favonols could also be involved in counteracting the oxidative
damage generated by copper. Due to the relevance of the dam-
age that causes in plants the exposure to toxic levels of cop-
per, in this article we review the studies performed from 2000
to 2012, showing the biochemical and physiological processes
affected in plants by the oxidative stress induced by the metal
and the antioxidant mechanisms that participate in the defense
to copper excess.

O DANO POR OXIDACAO CAUSADO POR COBRE E A RESPOSTA ANTIOXIDANTE DAS PLANTAS

Janet Maria Leon Morales e Gabriela Sepulveda-Jiménez

RESUMO

Os detritos industriais e agricolas sdo a principal fonte de
acumulag¢do de cobre no solo. O cobre é um micronutrien-
te essencial das plantas que é requerido para seu crescimen-
to e participa em reagoes de oxidagdo-redug¢do. No entanto, se
converte em um metal toxico quando se encontra nos tecidos
a concentragbes mais altas as necessdrias para o crescimento
vegetal (>30mgkg’). O cobre promove a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), em forma enzimdtica e ndo enzi-
matica (através da reagdo de Fenton), as quais podem causar
a oxida¢do de proteinas e lipidios, alterar a integridade das
membranas, a fotossinteses, o crescimento e induzir a morte ce-
lular. Entre os mecanismos bioquimicos de defesa que se indu-
zem em resposta ao dano oxidativo causado por cobre esta o

incremento das atividades de enzimas antioxidantes tais como
catalase, superoxido dismutase, glutationa redutase, ascorbato
e guaiacol peroxidases. Alguns estudos indicam que metabolitos
secundarios antioxidantes como dcidos fendlicos, poliaminas e
favonoides também poderiam estar envolvidos em combater o
dano por oxidagdo gerado por cobre. Devido a relevincia do
dano que causa nas plantas por exposi¢do a niveis toxicos de
cobre, neste artigo se faz uma revisdo dos estudos realizados
desde 2000 até 2012, que mostra os processos bioquimicos e
fisiologicos que sdo afetados nas plantas pelo estresse oxidativo
induzido pelo metal e dos mecanismos antioxidantes que parti-
cipam na defesa pelo excesso de cobre.
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