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et al., 2 0 0 8) . I n t hi s r e g ar d, cr osst al k b et w e e n ir o n a n d c o p p er  is n o w w ell d o c u m e nt e d. T h e  1 1 9  

h all m ar k of t h is cr osst al k is t h e o v er a c c u m ul ati o n of ir o n u n d er c o p p er d efi ci e n c y a n d 1 2 0  

o v er a c c u m ul ati o n of c o p p er u n d er ir o n d efi ci e n c y ( B er n al et al., 2 0 1 2; W at ers a n d Ar m br ust, 1 2 1  

2 0 1 3; K ast o ori R a m a m urt h y et al., 2 0 1 8; Kr o h a n d Pil o n, 2 0 2 0; R ai et al., 2 0 2 1; S h e n g et al., 1 2 2  

2 0 2 1) . C o nsist e nt wit h t h e i n cr e as e d c o p p er u pt a k e u n d er ir o n d efi ci e n c y, ir o n d efi ci e n c y a cts 1 2 3  

o p p osit el y fr o m c o p p er d efi ci e n c y o n t h e e x pr essi o n of c o p p er -d efi ci e n c y -r e g ul at e d g e n es 1 2 4  

( W at ers et al., 2 0 1 2; W at ers et al., 2 0 1 4; Y a n et al., 2 0 1 7). Hi g h ir o n c a n als o r e d u c e c o p p er 1 2 5  

a c c u m ul ati o n i n A. t h ali a n a  a n d a ni m al s yst e ms  ( Kl e v a y, 2 0 0 1; W at ers a n d Ar m br u st, 2 0 1 3; H a 1 2 6  

et al., 2 0 1 6) . T o g et h er, t h es e st u di es s u g g est t h at alt er e d c o p p er  or  ir o n a c c u m ul ati o n u n d er ir o n 1 2 7  

or c o p p er d efi ci e n c y , or u n d er ir o n o v ers u p pl y  c o ul d dist ur b t h e si g n ali n g of c o p p er a n d/ or ir o n 1 2 8  

st at us of t h e s h o ot tr a ns mitt e d t o t h e r o ot.  1 2 9  

H er e w e s h o w t h at i n a d diti o n t o ir o n, At O P T 3 tr a ns p ort s c o p p er i n X e n o p us  o o c yt es a n d 1 3 0  

S. c er e visi a e . L oss of t hi s f u n cti o n i n t h e o pt 3- 3  m ut a nt r es ult s i n a d e cr e as e d c o p p er 1 3 1  

a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m a n d r e d u c e d c o p p er r e cir c ul ati o n fr o m s o ur c es ( m at ur e l e a v es) t o 1 3 2  

si n ks (r o ots, y o u n g l e a v es, sili q u es a n d d e v el o pi n g e m br y os) c o m p ar e d t o wil d t y p e. I n a d diti o n, 1 3 3  

t h e o pt 3- 3  m ut a nt e x p eri e n c es c o p p er d efi ci e n c y as  e vi d e n c e d b y l o w c o p p er a c c u m ul ati o n i n 1 3 4  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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r o ot s a n d y o u n g l e a v es, a n d i n cr e as e d e x pr essi o n of c o p p er d efi ci e n c y m ar k er g e n es. T h es e 1 3 5  

d ef e cts ar e r es c u e d b y c o p p er a p pli c ati o n. C o nsi d eri n g t h at c o p p er d efi ci e n c y l e a ds t o ir o n o v er 1 3 6  

a c c u m ul ati o n i n r o ot s a n d l e a v es of A. t h ali a n a , o ur d at a r ais e a n i ntri g ui n g p ossi bilit y t h at 1 3 7  

d e cr e as e d c o p p er a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m, r o ot s a n d y o u n g l e a v es of t h e o pt 3- 3  m ut a nt, a n d 1 3 8  

it s c o nstit uti v e c o p p er- d efi ci e nt st at us c o ntri b ut es t o ir o n o v er a c c u m ul ati o n i n tiss u es of t h e 1 3 9  

o pt 3- 3  m ut a nt.  1 4 0  

 1 4 1  

R es ults 1 4 2  

T h e S p ati al Dist ri b uti o n of I r o n  a n d C o p p e r b ut n ot of M a n g a n es e o r Zi n c is Alt e r e d i n t h e 1 4 3  

V as c ul at u r e of t h e o pt 3- 3 M ut a nt. 1 4 4  

O ur pr e vi o us st u di es s h o w e d  t h at ir o n c o n c e ntr ati o n i n t h e p hl o e m s a p is si g nifi c a ntl y l o w er 1 4 5  

w hil e i n t h e x yl e m s a p is si g nifi c a ntl y hi g h er i n t h e o pt 3- 3 m ut a nt c o m p ar e d t o wil d t y p e ( Z h ai 1 4 6  

et al., 2 0 1 4). T his fi n di n g s u g g est e d t h at t h e distri b uti o n of ir o n i n t h e v as c ul ar tiss u e of t h e 1 4 7  

m ut a nt vs.  wil d t y p e mi g ht h a v e b e e n alt er e d. T o t est t hi s h y p ot h esis, w e us e d s y n c hr otr o n x-r a y 1 4 8  

fl u or es c e n c e ( X R F) mi cr os c o p y t o c o m p ar e t h e s p ati al distri b uti o n of ir o n a n d ot h er el e m e nts i n 1 4 9  

t h e v as c ul at ur e of t h e o pt 3- 3  m ut a nt (fr o m h er e o n r ef err e d t o as o pt 3 ) vs.  wil d t y p e. W e first 1 5 0  

e v al u at e d mi n er al distri b uti o n i n m at ur e l e a v es t h at s er v e as s o ur c es of n utri e nts f or d e v el o pi n g 1 5 1  

l e a v es at t h e v e g et ati v e st a g e (Fi g u r e 1 ). C o nsist e nt wit h o ur p ast fi n di n gs ( Z h ai et al., 2 0 1 4), t h e 1 5 2  

o pt 3  m ut a nt a c c u m ul at e d m or e ir o n t hr o u g h o ut t h e l e af bl a d e, wit h t h e b ul k of ir o n l o c at e d i n 1 5 3  

mi n or v ei ns c o m p ar e d t o wil d t y p e ( Fi g u r e 1 A ). W e als o f o u n d t h at i n a d diti o n t o ir o n, m at ur e 1 5 4  

l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt a c c u m ul at e d m or e c o p p er, m a n g a n es e a n d zi n c (Fi g u r e 1 B t o D ). T h e 1 5 5  

s p ati al distri b uti o n of m a n g a n es e a n d zi n c w as n ot alt er e d i n t h e o pt 3 m ut a nt c o m p ar e d t o wil d 1 5 6  

t y p e: m a n g a n es e w as s pr e a d t hr o u g h o ut t h e l e af bl a d e wit h t h e hi g h est a c c u m ul ati o n i n b as al 1 5 7  

c ells of tri c h o m es, w hil e zi n c w as als o n ot i ce a bl e i n t h e v a s c ul at ur e (Fi g u r e 1 C, D ). C o p p er als o 1 5 8  

h y p er a c c u m ul at e d i n t h e v as c ul at ur e of t h e o pt 3  m ut a nt, a n d it s distri b uti o n p att er n i n mi n or 1 5 9  

v ei ns r es e m bl e d t h e distri b uti o n of ir o n ( Fi g u r e 1 A a n d B ). W e t h e n us e d 2 D- X R F i n a c o nf o c al 1 6 0  

m o d e ( 2 D- C X R F) usi n g a s p e ci ali z e d x-r a y c oll e cti o n o pti c t o o bt ai n a mi cr o n-s c al e r es ol uti o n 1 6 1  

e n a bli n g a n al ys es of mi n er al l o c ali z ati o n i n t h e p hl o e m vs.  x yl e m i n t h e o pt 3  m ut a nt vs.  wil d 1 6 2  

t y p e. F or t h e c urr e nt st u d y, t hi s t e c h ni q u e is pr ef er a bl e t o tr a diti o n al X R F m et h o ds ( b ot h 2 D 1 6 3  

X R F a n d 3 D mi cr o- X R F t o m o gr a p h y) b e c a us e it all o ws q u a ntit ati v e c o m p aris o ns of m et al 1 6 4  

distri b uti o ns a m o n g diff er e nt s a m pl es wit h o ut t h e n e e d t o c o ntr ol or li mit t h e s a m pl e t hi c k n ess or 1 6 5  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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l at er al si z e ( M a nt o u v al o u et al., 2 0 1 2). Usi n g 2 D- C X R F, w e f o u n d t h at t h e l o c ali z ati o n of ir o n 1 6 6  

a n d c o p p er b ut n ot of m a n g a n es e or zi n c w as alt er e d i n t h e o pt 3  m ut a nt c o m p ar e d t o wil d t y p e 1 6 7  

(Fi g u r e 1 E  t o H ). S p e cifi c all y, w hil e ir o n w as e v e nl y distri b ut e d b et w e e n t h e x yl e m a n d t h e 1 6 8  

p hl o e m i n t h e wil d t y p e, t h e b ul k of ir o n w as ass o ci at e d wit h t h e x yl e m a n d x yl e m p ar e n c h y m a 1 6 9  

c ells i n t h e  o pt 3 m ut a nt. (Fi g u r e 1 E ). C o nsist e nt wit h o ur p ast fi n di n gs ( Z h ai et al., 2 0 1 4), t h e 1 7 0  

o pt 3  m ut a nt a c c u m ul at e d si g nifi c a ntl y m or e ir o n i n t h e x yl e m a n d x yl e m p ar e n c h y m a c ells t h a n 1 7 1  

wil d t y p e. W hil e c o p p er w as m ai nl y ass o ci at e d wit h t h e p hl o e m i n t h e wil d t y p e, t h e o pt 3  m ut a nt 1 7 2  

a c c u m ul at e d m ost of t h e c o p p er i n t h e x yl e m ar e a ( Fi g u r e 1 F ). T h e l oss of O P T 3 f u n cti o n l e d t o 1 7 3  

a si g nifi c a nt i n cr e as e i n t h e c o n c e ntr ati o n of m a n g a n es e a n d zi n c i n b ot h t h e x yl e m a n d t h e 1 7 4  

p hl o e m of t h e m ut a nt c o m p ar e d t o wil d t y p e, b ut t h e s p ati al distri b uti o n of t h es e el e m e nts i n t h e 1 7 5  

v as c ul at ur e w as t h e s a m e as i n t h e wil d t y p e ( Fi g u r e 1 G , H). T h es e r es ults s u g g est e d t h at i n 1 7 6  

a d diti o n t o ir o n, O P T 3 m a y als o m e di at e c o p p er l o a di n g t o t h e p hl o e m. I n d e e d, w e f o u n d t h at t h e 1 7 7  

c o n c e ntr ati o n of c o p p er i n t h e p hl o e m w as si g nifi c a ntl y d e cr e as e d i n t h e o pt 3  m ut a nt c o m p ar e d 1 7 8  

t o t h e wil d t y p e (Fi g u r e 2 A ). T h e d e cr e as e d a c c u m ul ati o n of c o p p er i n t h e p hl o e m of t h e o pt 3  1 7 9  

m ut a nt vs . wil d t y p e w as i n d e p e n d e ntl y f o u n d b y t h e W al k er l a b (S u p pl e m e nt al  Fi g. S 1 o nli n e ). 1 8 0  

 1 8 1  

R o ots, Y o u n g L e a v es a n d D e v el o pi n g E m b r y os of t h e o pt 3  M ut a nt A c c u m ul at e L ess 1 8 2  

C o p p e r. 1 8 3  

P ast st u di es h a v e s h o w n t h at m ut a nt all el es of O P T 3  o v er a c c u m ul at e ir o n, m a n g a n es e a n d zi n c 1 8 4  

i n r o ot s a n d l e a v es ( St a c e y et al., 2 0 0 8; M e n d o z a- C ó z atl et al., 2 0 1 4; Z h ai et al., 2 0 1 4). Si n c e t h e 1 8 5  

2 D- C X R F a n al ysis of mi n er al distri b uti o n i n t h e v as c ul at ur e h a s als o p oi nt e d t o t h e r ol e of O P T 3 1 8 6  

i n c o p p er h o m e ost asi s, w e r efi n e d o ur p ast a n al ysis of t ot al i nt er n al m et al a c c u m ul ati o n t o 1 8 7  

i n cl u d e c o p p er. C o nsist e nt wit h p ast fi n di n gs, r o ots a n d b ot h m at ur e a n d y o u n g l e a v es of t h e 1 8 8  

o pt 3  m ut a nt a c c u m ul at e d si g nifi c a ntl y m or e ir o n, m a n g a n es e a n d zi n c c o m p ar e d t o t h e 1 8 9  

c orr es p o n di n g or g a ns of wil d t y p e ( S u p pl e m e nt al  Fi g. S 2 o nli n e ). B y c o ntr ast, t h e 1 9 0  

c o n c e ntr ati o n of c o p p er i n t h e o pt 3  m ut a nt w as r e d u c e d t o l ess t h a n 1/ 3 of t h e wil d t y p e l e v el 1 9 1  

(Fi g u r e. 2 B ). W e als o f o u n d t h at t h e c o p p er c o n c e ntr ati o n w as hi g h er i n m at ur e l e a v es (s o ur c es) 1 9 2  

a n d l o w er i n y o u n g l e a v es (si n ks) i n t h e o pt 3 m ut a nt vs.  wil d t y p e (Fi g u r e 2 B ).  1 9 3  

W e t h e n a n al y z e d c o p p er a n d ot h er mi n er al a c c u m ul ati o n a n d distri b uti o n i n ot h er s o ur c e 1 9 4  

ti ss u es s u c h as sili q u e v al v es a n d t h eir si n ks, d e v el o pi n g e m br y os a n d s e e ds ( Fi g u r e 3) . I C P- M S 1 9 5  

a n al ysis dis cl os e d t h at sili q u e v al v es of t h e o pt 3  m ut a nt h y p er a c c u m ul at e d c o p p er, ir o n, 1 9 6  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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m a n g a n es e a n d zi n c c o m p ar e d t o wil d t y p e ( Fi g u r e 3 A ). Usi n g 2 D- X R F w e f o u n d t h at 1 9 7  

d e v el o pi n g e m br y os of t h e m ut a nt a c c u m ul at e d l ess c o p p er a n d ir o n b ut m or e m a n g a n es e a n d 1 9 8  

zi n c ( Fi g u r e 3 B ), s u g g esti n g t h at c o p p er a n d ir o n d eli v er y fr o m s o ur c es t o si n ks is r e d u c e d i n 1 9 9  

t h e m ut a nt vs. wil d t y p e. It w as n oti c e a bl e t h at t h e 2 D- X R F d et e ct a bl e s p ati al distri b uti o n of 2 0 0  

c o p p er i n d e v el o pi n g e m br y os w as disti n ct fr o m ir o n. S p e cifi c all y, c o p p er w as ass o ci at e d 2 0 1  

pri m aril y wit h t h e d e v el o pi n g s e e d c o at, w hil e ir o n w as m ostl y l o c ali z e d i n t h e e m br y o 2 0 2  

v as c ul at ur e i n b ot h wil d t y p e a n d t h e  o pt 3 m ut a nt.  2 0 3  

W e t h e n us e d hi g h-r es ol uti o n 2 D c o m p ut e d t o m o gr a p h y X R F ( C T- X R F) t o vis u ali z e 2 0 4  

mi n er als i n m at ur e s e e ds. Si mil ar t o e m br y os, c o p p er w as ass o ci at e d m ai nl y wit h t h e s e e d c o at 2 0 5  

a n d w as d et e ct e d t hr o u g h o ut t h e s e e d a n d t h e v as c ul at ur e ( Fi g u r e 3 C ). It is n ot e w ort h y t h at i n 2 0 6  

s o m e ar e as of t h e s e e d c o at, c o p p er c o n c e ntr ati o n w as l o w er i n t h e wil d t y p e t h a n i n t h e m ut a nt, 2 0 7  

w hil e t h e l e v el of c o p p er i n t h e v as c ul at ur e w as l o w er i n t h e m ut a nt t h a n i n t h e s a m e ar e as of 2 0 8  

wil d t y p e ( Fi g u r e 3 C ).  T his s u btl e diff er e n c e i n c o p p er distri b uti o n i n m ut a nt vs . wil d t y p e 2 0 9  

s e e ds tr a nsl at e d t o t h e o v er all si mil ar i nt er n al s e e d c o p p er c o n c e ntr ati o n i n b ot h g e n ot y p e s 2 1 0  

(Fi g u r e 3 D ). As w as s h o w n pr e vi o usl y, ir o n w as ass o ci at e d wit h t h e v as c ul ar p ar e n c h y m a c ells 2 1 1  

i n m at ur e wil d t y p e s e e ds ( Ki m et al., 2 0 0 6). Ir o n distri b uti o n di d n ot c h a n g e i n t h e m ut a nt, 2 1 2  

alt h o u g h ir o n a c c u m ul ati o n i n t h e o pt 3  v as c ul ar p ar e n c h y m a c ells w as si g nifi c a ntl y l o w er t h a n i n 2 1 3  

wil d t y p e ( Fi g u r e 3 C ). C o nsist e ntl y, t h e t ot al i nt er n al ir o n c o n c e ntr ati o n w as l o w er i n t h e o pt 3  2 1 4  

m ut a nt s e e ds vs.  wil d t y p e (Fi g u r e 3 D ). W hil e t h e distri b uti o n of m a n g a n es e a n d zi n c di d n ot 2 1 5  

c h a n g e i n t h e m ut a nt vs . wil d t y p e, t h e o pt 3 m ut a nt s e e ds a c c u m ul at e d si g nifi c a ntl y m or e zi n c 2 1 6  

(Fi g u r e. 3 C, D ). T o g et h er, o ur d at a s u g g est e d t h at O P T 3 c o ntri b ut es t o t h e p hl o e m- b as e d 2 1 7  

r e distri b uti o n of c o p p er fr o m m at ur e l e a v es t o y o u n g l e a v es a n d fr o m sili q u e v al v es t o 2 1 8  

d e v el o pi n g e m br y os,  a n d t h us, i n a d diti o n t o ir o n m a y al s o tr a ns p ort c o p p er.  2 1 9  

 2 2 0  

O P T 3 M e di at es C o p p e r T r a ns p o rt i n H et e r ol o g o us S yst e ms.  2 2 1  

T h e a bilit y of O P T 3 t o tr a ns p ort c o p p er w as st u di e d i n X e n o p us l a e vis  o o c yt es as w e h a v e 2 2 2  

pr e vi o usl y s h o w n t h at i n t hi s e x pr essi o n s yst e m,  O P T 3 l o c ali z es t o t h e pl as m a m e m br a n e a n d 2 2 3  

tr a ns p ort s ir o n a n d c a d mi u m i o ns ( Z h ai et al., 2 0 1 4). As p ot e nti al tr a ns p ort s u bstr at es, w e t est e d 2 2 4  

C u 2 +  ( pr o vi d e d as C u S O4 ) a n d c o p p er c o m pl e x e d wit h it s est a bli s h e d li g a n d, ni c oti a n a mi n e ( C u-2 2 5  

N A)  (Fi g u r e 4) . W e f o u n d t h at O P T 3 tr a ns p ort e d b ot h fr e e c o p p er i o ns as w ell as t h e C u- N A 2 2 6  

c o m pl e x ( Fi g u r e 4 A ). H o w e v er, it is n ot e w ort h y t h at O P T 3- e x pr essi n g o o c yt es a c c u m ul at e d 4. 2 2 2 7  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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 9  

ti m es m or e c o p p er w h e n it w as pr o vi d e d as a fr e e i o n r at h er t h a n w h e n c o m pl e xe d  wit h 2 2 8  

ni c oti a n a mi n e ( N A). T his fi n di n g s u g g est e d  t h at fr e e c o p p er i o ns ar e a pr ef err e d O P T 3 s u bstr at e, 2 2 9  

at l e ast i n t his h et er ol o g o us s yst e m.   2 3 0  

T h e a bilit y of O P T 3 t o tr a ns p ort c o p p er w as f urt h er v ali d at e d b y f u n cti o n al 2 3 1  

c o m pl e m e nt ati o n ass a ys i n t h e S. c er e visi a e , w hi c h l a c k t h e c a p a bilit y t o s y nt h esi z e 2 3 2  

ni c oti a n a mi n e. W e us e d a c o p p er- d efi ci e nt S. c er e visi a e ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ m ut a nt l a c ki n g t h e 2 3 3  

hi g h- affi nit y pl as m a m e m br a n e c o p p er u pt a k e tr a ns p ort ers Ctr 1 p a n d Ctr 3 p a n d t h e v a c u ol ar 2 3 4  

m e m br a n e c o p p er effl u x tr a ns p ort er, Ctr 2 p ( D a n cis et al., 1 9 9 4; R e es et al., 2 0 0 4). D u e t o l o w 2 3 5  

i nt er n al c o p p er, t h e ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ  m ut a nt c ells m a nif est a r es pir at or y d ef e ct b e c a us e of t h e 2 3 6  

alt er e d a cti vit y of t h e c o p p er- d e p e n d e nt c yt o c hr o m e c  o xi d as e c o m pl e x of t h e mit o c h o n dri al 2 3 7  

r es pir at or y c h ai n. T his d ef e ct c a n b e vis u ali z e d b y t h e f ail ur e of t h e ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ  m ut a nt t o 2 3 8  

gr o w o n n o n-f er m e nt a bl e c ar b o n s o ur c es s u c h as et h a n ol a n d gl y c er ol ( Y P E G m e di u m) u nl ess 2 3 9  

c o p p er is s u p pli e d e x o g e n o usl y ( D a n cis et al., 1 9 9 4). As e x p e ct e d, t h e ctr 1 Δ ct r 2 Δ ctr 3 Δ  c ells 2 4 0  

e x pr essi n g t h e e m pt y Y E S 3- G at e v e ct or a c c u m ul at e d 1 0-f ol d l ess c o p p er t h a n t h e v e ct or-2 4 1  

e x pr essi n g wil d t y p e ( Fi g u r e 4 B ). T h e e x pr essi o n of O P T 3  i n m ut a nt c ells i n cr e as e d t h eir c o p p er 2 4 2  

a c c u m ul ati o n b y 5-f ol d c o m p ar e d t o t h e v e ct or e x pr essi n g c ells, alt h o u g h di d n ot bri n g it t o t h e 2 4 3  

l e v el of t h e v e ct or- e x pr essi n g wil d t y p e c ells (Fi g u r e 4 B ).   2 4 4  

Gr o wt h of ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ m ut a nt a n d wil d t y p e str ai ns e x pr essi n g t h e e m pt y Y E S 3-2 4 5  

G at e  v e ct or a n d t h e ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ m ut a nt tr a nsf or m e d wit h Y E S 3- G at e  wit h t h e O P T 3  c D N A 2 4 6  

i ns ert w as als o c o m p ar e d o n a m e di u m c o nt ai ni n g n o n-f er m e nt a bl e c ar b o n s o ur c es, et h a n ol a n d 2 4 7  

gl y c er ol ( Y P E G). T h e ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ m ut a nt tr a nsf or m e d wit h t h e A. t h ali a n a  c o p p er 2 4 8  

tr a ns p ort er, C O P T 2 , w a s us e d as a n a d diti o n al p ositi v e c o ntr ol ( G a y o m b a et al., 2 0 1 3). As 2 4 9  

s h o w n pr e vi o usl y, t h e v e ct or - e x pr essi n g ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ c ells di d n ot gr o w o n Y P E G m e di u m 2 5 0  

e v e n w h e n t h e m e di u m w as s u p pl e m e nt e d wit h l o w ( 1 0 a n d 2 0 µ M) c o n c e ntr ati o n of c o p p er b ut 2 5 1  

gr e w w ell o n Y P E G s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 µ M  C u S O4  (Fi g u r e 4 C a n d ( G a y o m b a et al., 2 0 1 3)) . 2 5 2  

U nli k e C O P T 2  e x pr essi n g c ells, O P T 3  e x pr essi n g m ut a nt c ells di d n ot gr o w o n Y P E G m e di u m 2 5 3  

wit h o ut s u p pl e m e nt al c o p p er. H o w e v er, i n c o ntr ast t o v e ct or e x pr essi n g ctr 1 Δ ctr 2 Δ ctr 3 Δ c ells , 2 5 4  

O P T 3  e x pr essi n g c ells w er e a bl e t o gr o w w h e n 1 0 or 2 0 µ M C u S O4  w a s a d d e d t o t h e m e di u m 2 5 5  

(Fi g u r e 4 C) . T h es e r es ult s ar e c o nsist e nt wit h t h e r ol e of O P T 3 i n c o p p er u pt a k e a n d s u g g est 2 5 6  

t h at, u nli k e C T R/ C O P T s, O P T 3 mi g ht b e a l o w- affi nit y c o p p er tr a ns p ort er. T o g et h er, o ur r es ults 2 5 7  

s h o w t h at O P T 3 m ai nl y c o ntri b ut e s t o t h e tr a ns p ort of c o p p er i o ns i n h et er ol o g o us s yst e ms. 2 5 8  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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1 0  

 1 0  

 2 5 9  

T h e o pt 3  M ut a nt i s S e nsiti v e t o C o p p e r D efi ci e n c y. 2 6 0  

W e n e xt t est e d t h e s e nsiti vit y of t h e o pt 3  m ut a nt t o c o p p er d efi ci e n c y b y c o m p ari n g it s gr o wt h 2 6 1  

a n d d e v el o p m e nt t o t h e wil d t y p e, b ot h gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h or wit h o ut c o p p er 2 6 2  

s u p pl e m e nt ati o n ( Fi g u r e 5) . As w e o bs er v e d pr e vi o usl y, t h e r os ett e si z e of t h e o pt 3  m ut a nt w as 2 6 3  

s m all er t h a n t h at i n wil d t y p e e v e n u n d er c o ntr ol c o n diti o ns ( Fi g u r e 5 A a n d ( Z h ai et al., 2 0 1 4)) 2 6 4  

a n d d e cr e as e d f urt h er u n d er c o p p er d efi ci e n c y vs.  c o ntr ol c o n diti o ns; b y c o ntr ast, c o p p er 2 6 5  

d efi ci e n c y di d n ot aff e ct t h e r os ett e si z e of t h e wil d t y p e ( Fi g u r e 5 A ) e arl y i n t h e v e g et ati v e 2 6 6  

st a g e of t h e d e v el o p m e nt. As e vi d e n c e d b y t h e s h ort er r o ot l e n gt h a n d l o w er fr es h w ei g ht of t h e  2 6 7  

o pt 3 m ut a nt, t h e i n cr e as e d s e nsiti vit y of t h e o pt 3- 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e t o c o p p er d efi ci e n c y w as 2 6 8  

als o o bs er v e d i n s e e dli n gs gr o w n o n s oli d m e di u m s u p pl e m e nt e d wit h t h e c o p p er c h el at or 2 6 9  

b at h o c u pr oi n e dis ulf o n at e ( B C S) ( S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 3 A, B a n d  C o nli n e). C o nsist e nt wit h 2 7 0  

t h e i n cr e as e d s e nsiti vit y of t h e o pt 3 m ut a nt t o c o p p er d efi ci e n c y a n d o ur fi n di n g t h at it 2 7 1  

e x p eri e n c es c o p p er d efi ci e n c y, c u pri c r e d u ct as e a cti vit y w as si g nifi c a ntl y hi g h er i n r o ot s of t h e 2 7 2  

o pt 3 m ut a nt vs.  wil d t y p e (S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 3 D o nli n e ).  2 7 3  

W e t h e n t est e d w h et h er t h e tr a nsiti o n t o fl o w eri n g is d el a y e d i n t h e o pt 3  m ut a nt u n d er 2 7 4  

c o ntr ol c o n diti o ns a n d/ or u n d er c o p p er d efi ci e n c y b e c a us e w e r e c e ntl y f o u n d t h at c o p p er is 2 7 5  

i n v ol v e d i n t hi s pr o c ess ( R a h m ati Is h k a a n d V at a m a ni u k, 2 0 2 0). C o nsist e nt wit h o ur r e c e nt 2 7 6  

fi n di n gs, wil d t y p e pl a nts fl o w er e d si g nifi c a ntl y l at er a n d d e v el o p e d m or e r os ett e l e a v es w h e n 2 7 7  

gr o w n wit h o ut vs.  wit h c o p p er (Fi g u r e 5 B t o D a n d T a b l e 2). T h e o pt 3 m ut a nt f ail e d t o fl o w er 2 7 8  

wit hi n t h e ti m e fr a m e of t h e e x p eri m e nt ( 8 w e e ks)  a n d d e v el o p e d 3 0 %- a n d 9 0 % m or e r os ett e 2 7 9  

l e a v es t h a n wil d t y p e i n t h e m e di u m wit h o ut or wit h C u S O4, r es p e cti v el y (Fi g u r e 5 C, D a n d 2 8 0  

T a bl e 1 ). L e a v es of t h e o pt 3 m ut a nt  w er e si g nifi c a ntl y s h ort er a n d w er e e xt e nsi v el y c hl or oti c 2 8 1  

c o m p ar e d t o wil d t y p e, b ot h gr o w n wit h o ut a d d e d c o p p er ( Fi g u r e 5 E, F ). Alt h o u g h t h e l e n gt h of 2 8 2  

t h e r os ett e l e a v es of m ut a nt a n d wil d t y p e pl a nts was  c o m p ar a bl e at c o ntr ol c o p p er ( 1 2 5 n M 2 8 3  

C u S O 4 ), t h e l e a v es of t h e m ut a nt p oss ess e d c h ar a ct eristi c c hl or oti c s p ots ( Fi g u r e 5 F ). T h e 2 8 4  

d el a y e d tr a nsiti o n t o fl o w eri n g, t h e i n cr e as e d n u m b er, a n d t h e l e n gt h of r os ett e l e a v es of t h e 2 8 5  

m ut a nt w er e r es c u e d b y tr a nsf erri n g t h e m ut a nt t o t h e m e di u m wit h hi g h ( 5 0 0 n M) C u S O 4  2 8 6  

(Fi g u r e 5 C t o E , T a bl e 1 a n d S u p pl e m e nt al Fi g u r e 4 A o nli n e ). Tr a nsf erri n g t h e m ut a nt t o a 2 8 7  

l o w er ( 2 5 0 n M) c o p p er als o r es c u e d t h e s m all si z e of t h e m ut a nt, alt h o u g h t o a l ess er e xt e nt 2 8 8  

c o m p ar e d t o hi g h c o p p er (S u p pl e m e nt al Fi g u r e 4 B o nli n e ).  2 8 9  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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1 1  

 1 1  

 2 9 0  

T h e o pt 3  M ut a nt M o u nts T r a ns c ri pti o n al I r o n- D efi ci e n c y R es p o ns es i n R o ots b ut n ot i n 2 9 1  

S h o ots.  2 9 2  

W e n e xt us e d d e e p tr a ns cri pt o m e s e q u e n ci n g t o t est w h et h er t h e e x pr essi o n of c o p p er 2 9 3  

d efi ci e n c y-r es p o nsi v e g e n es is alt er e d i n r o ot s, m at ur e a n d y o u n g l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt 2 9 4  

c o m p ar e d t o wil d t y p e.  Usi n g Ill u mi n a s e q u e n ci n g, w e o bt ai n e d 5 4, 7 9 a n d 5 9 milli o n cl e a n 2 9 5  

r e a ds fr o m r o ot s, m at ur e a n d y o u n g l e a v es, r es p e cti v el y (S u p pl e m e nt al d at a s et 1 ). Of t h es e, 2 9 6  

8 6 % r e a ds fr o m r o ot s a n d m at ur e l e a v es, a n d 9 3 % r e a ds fr o m y o u n g l e a v es w er e m a p p e d t o t h e 2 9 7  

A. t h ali a n a  g e n o m e a n d e m pl o y e d t o esti m at e t h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e a n d diff er e nti al 2 9 8  

e x pr essi o n. C o m p ar e d t o wil d t y p e, 3 7 6, 6 7 3 a n d 1, 9 4 2 g e n es w er e diff er e nti all y e x pr ess e d i n 2 9 9  

t h e o pt 3- 3 m ut a nt r o ots, y o u n g l e a v es a n d m at ur e l e a v es, r es p e cti v el y (r ati o ≥ 1. 5 or ≤ 0. 6 7, 3 0 0  

f als e- dis c o v er y r at e [ F D R] < 0. 0 5; Fi g. 6 A ). As e x p e ct e d, t h e e x pr essi o n of c a n o ni c al ir o n 3 0 1  

d efi ci e n c y-r es p o nsi v e g e n es, k n o w n t o p ositi v el y r e g ul at e ir o n- d efi ci e n c y r es p o ns es t o f a cilit at e 3 0 2  

ir o n u pt a k e (e. g.,  FI T , I RT 1 , F R O 2 , b H L H 3 8 , b H L H 3 9 , b H L H 1 0 0 , b H L H 1 0 1 , M Y B 1 0, M Y B 7 2), 3 0 3  

ir o n-s e nsi n g p e pti d e F E P 2/I M A 2 , c o u m ari n s y nt h esis a n d tr a ns p ort ( C Y P 8 2 C 4 , S 8 H a n d  3 0 4  

P D R 9/ A B C G 3 7 ) w as hi g hl y u p-r e g ul at e d i n r o ot s of t h e o pt 3 m ut a nt ( Fi g u r e 6 B  a n d 3 0 5  

S u p pl e m e nt al D at a S et 2 ). I n a d diti o n, I R T 1 p ol y p e pti d e w as d et e ct e d i n r o ots of t h e o pt 3  3 0 6  

m ut a nt gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o ns a n d r o ots of wil d t y p e gr o w n u n d er ir o n d efi ci e n c y b ut 3 0 7  

n ot i n r o ots of wil d t y p e or t h e fit- 2 m ut a nt gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o ns (S u p pl e m e nt al 3 0 8  

Fi g u r e S 5 o nli n e ). Of ot h er ir o n d efi ci e n c y-r e g ul at e d g e n es, t h e c hl or o pl ast-l o c ali z e d F R O 3  a n d 3 0 9  

ir o n e x p ort er I R E G 3/ F P N 3 t h at is d u al-t ar g et e d t o mit o c h o n dri a a n d c hl or o pl ast, w er e a ls o 3 1 0  

u pr e g ul at e d i n r o ot s of t h e o pt 3  m ut a nt c o m p ar e d t o t h e wil d t y p e (Fi g u r e 6 B  a n d S u p pl e m e nt al 3 1 1  

D at a S et 2) . Of 2 3 7 g e n es u pr e g ul at e d i n r o ots of t h e o pt 3 m ut a nt, 3 2 w er e a m o n g t h e r o b ust 3 1 2  

FI T t ar g ets a n d 6 w er e a m o n g P Y E t ar g ets ( S u p pl e m e nt al d at a s et 2 a n d ( M ai et al., 2 0 1 5)) , 3 1 3  

s u g g esti n g t h at t h e o pt 3  m ut a nt m o u nts pri m aril y FI T-r e g ul at e d ir o n d efi ci e n c y r es p o ns e u n d er 3 1 4  

ir o n s uffi ci e n c y.  3 1 5  

N ot a bl y, t h e e x pr essi o n of n e g ati v e FI T r e g ul at ors, Z A T 1 2  a n d B T S L 1  w a s u pr e g ul at e d i n 3 1 6  

r o ot s of t h e o pt 3  m ut a nt vs . wil d t y p e as w ell (Fi g u r e 6 B  a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 2 ). I n 3 1 7  

a d diti o n, t h e e x pr essi o n of g e n es m e di ati n g c ell ul ar  r es p o ns e t o ir o n o v erl o a d  w as u pr e g ul at e d. 3 1 8  

S p e cifi c all y, t h e e x pr essi o n of F E R 1  e n c o di n g a c hl or o pl ast -l o c ali z e d ir o n-s e q u est eri n g pr ot ei n , 3 1 9  

w h os e e x pr essi o n is u pr e g ul at e d b y ir o n o v erl o a d t o  pr e v e nt c hl or o pl ast s fr o m ir o n t o xi cit y, w as 3 2 0  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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1 2  

 1 2  

u pr e g ul at e d  i n r o ots of t h e o pt 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e  (Fi g u r e  6 B  a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 2 ). 3 2 1  

T h e  e x pr essi o n of I R E G 2/ F P N2, V T L 1, 2, 5  m e di ati n g ir o n s e q u estr ati o n i nt o t h e v a c u ol e w as 3 2 2  

u pr e g ul at e d t o o  (Fi g u r e  6 B  a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 2 ). T h es e d at a s u g g est  t h at d es pit e t h e 3 2 3  

u pr e g ul at e d FI T -tr a ns cri pti o n al n et w or k, r o ot c ells als o p er c ei v e d  t h e ir o n-s uffi ci e n c y/o v erl o a d  3 2 4  

si g n al  a n d r es p o n d e d  b y i n cr e asi n g t h e e x pr essi o n of FI T n e g ati v e r e g ul at ors a n d g e n es i n v ol v e d 3 2 5  

i n t h e miti g ati o n of ir o n -o v erl o a d t o xi cit y.  3 2 6  

W e t h e n c o m p ar e d t h e e x pr essi o n of ir o n- d efi ci e n c y r es p o nsi v e g e n es i n y o u n g a n d 3 2 7  

m at ur e l e a v es of t h e o pt 3 m ut a nt vs.  wil d t y p e. U nli k e  r o ots, b ot h m at ur e a n d y o u n g l e a v es of t h e 3 2 8  

o pt 3 m ut a nt di d n ot s h o w tr a ns cri pti o n al ir o n d efi ci e n c y r es p o ns e. S p e cifi c all y, n o n e of t h e 3 2 9  

c a n o ni c al ir o n -d efi ci e n c y u pr e g ul at e d g e n es w er e u pr e g ul at e d i n y o u n g or m at ur e l e a v es of t h e  3 3 0  

o pt 3  m ut a nt (Fi g u r e  6 B  a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 3 a n d 4 ). M or e o v er, F E P 1/I M A 3 , s h o w n 3 3 1  

t o b e i n v ol v e d i n ir o n s e nsi n g a n d t y pi c all y u pr e g ul at e d i n l e a v es a n d r o ots u n d er ir o n d efi ci e n c y  3 3 2  

( Grill et et al., 2 0 1 8), w as d o w nr e g ul at e d i n m at ur e l e a v es of t h e o pt 3 m ut a nt vs.  wil d t y p e ; 3 3 3  

At 5 g 0 5 2 5 0 , e n c o di n g a pr ot ei n  wit h u n k n o w n f u n cti o n , w as u pr e g ul at e d b y ir o n d efi ci e n c y i n 3 3 4  

l e a v es of diff er e nt A. t h ali a n a  e c ot y p es ( W at ers et al., 2 0 1 2), w as  d o w nr e g ul at e d i n b ot h y o u n g 3 3 5  

a n d m at ur e l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e . Ir o n d efi ci e n c y d o w nr e g ul at e d g e n es N A S 3 , 3 3 6  

Y S L 1  a n d Y S L 3  w er e hi g hl y u pr e g ul at e d i n m at ur e l e a v es , a n d Y S L 1  w as al s o u pr e g ul at e d i n 3 3 7  

y o u n g l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt c o m p ar e d t o wil d t y p e  (Fi g u r e  6 B  a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 3 3 8  

3 a n d 4 ). T h e c hl or o pl ast -l o c ali z e d f erri c c h el ate r e d u ct as e  F R O 7  a n d pl as m a m e m br a n e -3 3 9  

l o c ali z e d F R O 6 , alt h o u g h n ot r e g ul at e d b y ir o n d efi ci e n c y i n s h o ots of A. t h al i a n a ( M u k h erj e e et 3 4 0  

al., 2 0 0 6) , w er e hi g hl y u pr e g ul at e d i n m at ur e l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e  (Fi g u r e  6 B  3 4 1  

a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 3 ). At t h e s a m e ti m e, ir o n-s uffi ci e n c y  m ar k ers , F E R 1, F E R 3  a n d  3 4 2  

F E R 4 , w er e hi g hl y u pr e g ul at e d  i n b ot h m at ur e a n d y o u n g l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt c o m p ar e d t o 3 4 3  

wil d t y p e  (Fi g u r e  6 B  a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 3 a n d 4 ). T o g et h er, o ur R N A -s e q d at a 3 4 4  

u nr a v el e d  t h e d et ail s of c o ntr asti n g  r es p o ns es of t h e ir o n-r e g ul o n i n r o ot s, y o u n g a n d m at ur e 3 4 5  

l e a v es of t h e o pt 3 -3  m ut a nt a n d  s u pp ort e d  t h e p ast o bs er v ati o n t h at l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt s  3 4 6  

s e ns e d  ir o n o v erl o a d ( K h a n et al., 2 0 1 8).  3 4 7  

 3 4 8  

T h e o pt 3  M ut a nt M o u nts T r a ns c ri pti o n al C o p p e r D efi ci e n c y R es p o ns e. 3 4 9  

Si n c e r o ot s of t h e o pt 3  m ut a nt a c c u m ul at e d si g nifi c a ntl y l ess c o p p er t h a n r o ot s of wil d t y p e 3 5 0  

pl a nts, w e pr e di ct e d t h at t h e e x pr essi o n of g e n es b el o n gi n g t o c o p p er- d efi ci e n c y r e g ul o n i n A. 3 5 1  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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t h ali a n a w o ul d b e alt er e d i n t h e o pt 3  m ut ant as w ell.  I n d e e d, t h e e x pr essi o n of c a n o ni c al c o p p er-3 5 2  

d efi ci e n c y i n d u c e d g e n es, r es p o nsi bl e f or c o p p er u pt a k e ( CI T F 1 , C O P T 2 , F R O 4  a n d F R O 5 ) w as  3 5 3  

u p-r e g ul at e d i n r o ots of t h e o pt 3  m ut a nt c o m p ar e d t o wil d t y p e (T a bl e 2, Fi g u r e 6 B a n d  3 5 4  

S u p pl e m e nt al D at a S et 2 ). Als o, c o p p er d efi ci e n c y-r e pr ess e d g e n es, c o ntri b uti n g t o c o p p er 3 5 5  

e c o n o m y/ m et al s wit c h, C S D 1 , C S D 2  a n d B C B , e n c o di n g C u/ Z n s u p er o xi d e dis m ut as es 1 a n d 2 3 5 6  

a n d bl u e- c o p p er- bi n di n g pr ot ei n, r es p e cti v el y, w er e d o w nr e g ul at e d b y m or e t h a n 2-f ol d. 3 5 7  

C o nsist e ntl y, t h e e x pr essi o n of  F S D 1 ( F e- c o nt ai ni n g s u p er o xi d e dis m ut as e) w as u pr e g ul at e d b y 3 5 8  

2. 7-f ol d i n r o ots of t h e o pt 3  m ut a nt vs. wil d t y p e ( T a bl e 2 , Fi g u r e 6 C a n d  S u ppl e m e nt al D at a 3 5 9  

S et 2 ). I n a d diti o n, s e v er al ot h er c a n o ni c al c o p p er- d efi ci e n c y u pr e g ul at e d g e n es (b H L H 2 3, ZI P 2 , 3 6 0  

Y S L 2, T C H 4, A T 2 G 4 7 0 1 0, A T 4 G 1 0 5 0 0 , A T 1 G 3 1 7 1 0 ) w er e u pr e g ul at e d i n r o ot s of t h e o pt 3  3 6 1  

m ut a nt c o m p ar e d t o wil d t y p e  (T a bl e 2 , Fi g u r e  6 B a n d  S u p pl e m e nt al D at a S et 2 ). Of 1 6 3 6 2  

c o p p er -d efi ci e n c y r e g ul at e d g e n es i n t h e o pt 3  m ut a nt, 1 0 ar e r e g ar d e d as S P L 7 -d e p e n d e nt 3 6 3  

(S u p pl e m e nt al D at a S et 2 ). T h es e r es ults s ho w  t h at r o ots of t h e o pt 3 -3 m ut a nt m a nif est 3 6 4  

m ol e c ul ar s y m pt o ms of  c o p p er  d efi ci e n c y e v e n t h o u g h pl a nts w er e gr o w n u n d er c o p p er -3 6 5  

s uffi ci e nt  c o n diti o ns. T h es e d at a ar e c o nsi st e nt wit h  a  l o w er c o p p er c o n c e ntr ati o n i n r o ots of t h e 3 6 6  

o pt 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e  (Fi g u r e  2 B ). 3 6 7  

W e als o f o u n d t h at y o u n g l e a v es of t h e  o pt 3 m ut a nt m a nif est e d m ol e c ul ar s y m pt o ms of 3 6 8  

c o p p er d efi ci e n c y as e vi d e nt b y t h e i n cr e as e d e x pr essi o n of Y S L 1  a n d Y S L 2 , t y pi c all y 3 6 9  

u pr e g ul at e d u n d er c o p p er d efi ci e n c y a n d i n v ol v e d  i n l at er al m o v e m e nt of mi n er als i n cl u di n g 3 7 0  

c o p p er ( F i gu r e 6 B, C  a n d T a b l e 2, S u p pl e m e nt al D at a S et 3). G e n es ass o ci at e d wit h eit h er 3 7 1  

c o p p er b uff eri n g  ( M T 1 A a n d M T 2 A ) or c o p p er e c o n o m y (C S D 1 , C S D 2 , C C S 1 , A R P N, U C C 2 ) 3 7 2  

w er e d o w nr e g ul at e d, w hil e F S D 1  w as u pr e g ul at e d (Fi g u r e 6 B, C  a n d S u p pl e m e nt al D at a S et 3 7 3  

3 ).  3 7 4  

R e g ar di n g m at ur e l e a v es, a diff er e nt s et of g e n es w as diff er e nti all y e x pr ess e d i n t h e o pt 3 3 7 5  

m ut a nt vs.  wil d t y p e, a n d t h e p att er n of t h e r e g ul ati o n ( u p- or d o w n-) of c a n o ni c al c o p p er-3 7 6  

d efi ci e n c y-r e g ul at e d w as n ot s y m pt o m ati c f or eit h er d efi ci e n c y or s uffi ci e n c y ( S u p pl e m e nt al 3 7 7  

D at a S et 4) . S p e cifi c all y, as w o ul d b e e x p e ct e d u n d er c o p p er d efi ci e n c y, t h e e x pr essi o n of g e n es 3 7 8  

ass o ci at e d wit h c o p p er u pt a k e a n d l at er al m o v e m e nt, C O P T 1 , Y S L 1  a n d Y S L 3,  w as u pr e g ul at e d 3 7 9  

i n t h e o pt 3- 3 m ut a nt vs.  wil d t y p e. Ot h er A. t h ali a n a  c o p p er- d efi ci e n c y u pr e g ul at e d g e n es , 3 8 0  

i n cl u di n g A T 1 G 3 2 3 5 0  a n d A T 5 G 0 2 6 7 0 , w er e als o u pr e g ul at e d i n m at ur e l e a v es of t h e o pt 3  3 8 1  

m ut a nt . O f g e n es t y pi c all y d o w nr e g ul at e d b y c o p p er d efi ci e n c y, A T 4 G 1 5 6 6 0  w as als o 3 8 2  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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d o w nr e g ul at e d i n t h e o pt 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e as w ell as P E T E 2 , ass o ci at e d wit h c o p p er s p ari n g 3 8 3  

a n d M T 1 B , ass o ci at e d wit h c o p p er b uff eri n g. B y c o ntr ast, t h e e x pr essi o n of a n ot h er c o p p er si n k, 3 8 4  

U C C 2 , t y pi c all y d o w nr e g ul at e d b y c o p p er d efi ci e n c y, w as u pr e g ul at e d i n m at ur e l e a v es of t h e 3 8 5  

o pt 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e w hil e N R T 2. 7 , t y pi c all y u pr e g ul at e d b y c o p p er d efi ci e n c y i n A. 3 8 6  

t h ali a n a, w as d o w nr e g ul at e d i n t h e o pt 3  m ut a nt vs.  wil d t y p e.  3 8 7  

T o c o n cl u d e, o ur R N A- S e q d at a s h o w t h at b ot h r o ots a n d y o u n g l e a v es of t h e o pt 3  3 8 8  

m ut a nt m o u nt e d  tr a ns cri pti o n al c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns e w hil e o nl y r o ot s of t h e m ut a nt 3 8 9  

m a nif est e d  tr a ns cri pti o n al ir o n d efi ci e n c y r es p o ns e. 3 9 0  

 3 9 1  

O P T 3  is T r a ns c ri pti o n all y U p r e g ul at e d b y t h e S h o rt-t e r m C o p p e r D efi ci e n c y. 3 9 2  

W hil e O P T 3  is r o b ustl y u pr e g ul at e d i n r o ot s a n d l e a v es b y ir o n d efi ci e n c y, it w as n ot f o u n d 3 9 3  

a m o n g c o p p er- d efi ci e n c y-r es p o nsi v e g e n es i n t h e e xisti n g R N A-s e q d at a. I n t h es e R N A-s e q 3 9 4  

a n al ys es, pl a nts w er e e x p os e d t o c o p p er d efi ci e n c y f or a mi ni m u m of t hr e e d a ys. Si n c e O P T 3  3 9 5  

r es p o n ds t o ir o n d efi ci e n c y wit hi n 2 4 h ( K h a n et al., 2 0 1 8), w e h y p ot h esi z e d t h at O P T 3  mi g ht 3 9 6  

als o b e tr a ns cri pti o n all y u pr e g ul at e d b y s h ort-t er m e x p os ur e t o c o p p er d efi ci e n c y. T h us, w e 3 9 7  

c o m p ar e d t h e O P T 3 e x pr essi o n i n A. t h ali a n a  s u bj e ct e d t o c o p p er d efi ci e n c y f or 2 4 or 9 6 h. W e 3 9 8  

als o e x a mi n e d t h e e x pr essi o n of a c o p p er- d efi ci e n c y m ar k er, CI T F 1, t o v ali d at e t h e effi ci e n c y of 3 9 9  

tr e at m e nts. CI T F 1  w as u p-r e g ul at e d i n r o ot s b y 1 6-f ol d aft er 2 4 h of c o p p er d efi ci e n c y a n d 4 0 0  

r e m ai n e d hi g hl y u pr e g ul at e d aft er 9 6 h. T h e e x pr essi o n of O P T 3 w as als o u pr e g ul at e d, alt h o u g h 4 0 1  

t o a l ess er e xt e nt, aft er 2 4 h of c o p p er d efi ci e n c y, b ut u nli k e CI T F 1 , t he tr a ns cri pt a b u n d a n c e of 4 0 2  

O P T 3  d e cr e as e d aft er 9 6 h of tr e at m e nt (Fi g u r e  7). It is n ot e w ort h y t h at t h e e x pr essi o n of I R T 1 4 0 3  

w hil e n ot u pr e g ul at e d b y c o p p er d efi ci e n c y aft er 2 4 h, st art e d t o i n cr e as e r el ati v e t o ti m e 0 aft er 4 0 4  

9 6 h  (Fi g u r e 7 ). 4 0 5  

 4 0 6  

T h e M ol e c ul a r S y m pt o ms of C o p p e r D efi ci e n c y i n t h e o pt 3  M ut a nt a r e R es c u e d b y 4 0 7  

S u p pl e m e nt al C o p p e r.   4 0 8  

Si n c e tr a nsf erri n g t h e o pt 3  m ut a nt t o hi g h er c o p p er c o n c e ntr ati o ns d e cr e as e d it s ti m e t o 4 0 9  

fl o w eri n g t o t h e l e v el of wil d t y p e a n d r es c u e d t h e l e n gt h of r os ett e l e a v es ( Fi g u r e 5  a n d 4 1 0  

S u p pl e m e nt al Fi g. 4  o nli n e ), w e pr e di ct e d t h at s u p pl e m e nt al c o p p er w o ul d als o d e cr e as e t h e 4 1 1  

e x pr essi o n of c o p p er- d efi ci e n c y r es p o nsi v e g e n es. T o t est t hi s h y p ot h esis, w e c o m p ar e d t h e 4 1 2  

tr a ns cri pt a b u n d a n c e of c o p p er d efi ci e n c y m ar k ers, CI T F 1 , C O P T 2 , F R O 4  a n d F R O 5 i n r o ot s of 4 1 3  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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t h e o pt 3  vs. wil d t y p e. I n p ar all el, w e als o t est e d t h e e x pr essi o n of k e y ir o n d efi ci e n c y m ar k ers, 4 1 4  

I R T 1 a n d F R O 2 . C o nsist e nt wit h R N A-s e q d at a ( T a bl e 2 ), t h e e x pr essi o n of CI T F 1 , C O P T 2 , 4 1 5  

F R O 4  a n d F R O 5  w as u pr e g ul at e d i n r o ots of t h e o pt 3 m ut a nt vs.  wil d t y p e, b ot h gr o w n u n d er 4 1 6  

c o ntr ol c o n diti o ns ( Fi g u r e 8) . T h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of c o p p er d efi ci e n c y m ar k ers d e cr e as e d 4 1 7  

i n r o ot s of t h e o pt 3  m ut a nt aft er tr a nsf er t o hi g h er c o n c e ntr ati o ns of c o p p er (Fi g u r e 8 A  t o H ).  4 1 8  

W e n ot e t h at  tr a nsf erri n g wil d t y p e pl a nts t o hi g h er c o p p er als o d e cr e as e d t h e e x pr essi o n of 4 1 9  

CI T F 1, C O P T 2 , F R O 4  a n d F R O 5,  s u g g esti n g t h at 1 2 5 n M C uS O 4  w as s o me w h at c o p p er li miti n g 4 2 0  

e v e n t h o u g h t h e gr o wt h a n d d e v el o p m e nt of wil d t y p e pl a nts w er e n ot aff e ct e d. S u p pl e m e nt al 4 2 1  

c o p p er i n b ot h c o n c e ntr ati o ns als o d e cr e as e d t h e e x pr essi o n of I R T 1 a n d F R O 2  i n r o ots of t h e 4 2 2  

o pt 3  m ut a nt c o m p ar e d t o t h eir e x pr essi o n l e v els u n d er c o ntr ol c o n diti o ns (Fi g u r e 8 J t o M ). It is 4 2 3  

n ot e w ort h y t h at hi g h c o p p er ( 5 0 0 n M) i n cr e as e d e x pr essi o n of b ot h I R T 1 a n d F R O 2  i n r o ot s of 4 2 4  

wil d t y p e, r ei nf or ci n g t h e e xi st e n c e of i nt er a cti o ns b et w e e n c o p p er a n d ir o n h o m e ost asi s.  4 2 5  

 4 2 6  

C o p p e r D efi ci e n c y R es p o ns e i n  R o ots of t h e o pt 3 M ut a nt is R e g ul at e d b y t h e S h o ot. 4 2 7  

W e n e xt t est e d w h et h er t h e i n cr e as e d e x pr essi o n of c o p p er d efi ci e n c y m ar k ers i n r o ots of t h e 4 2 8  

o pt 3  m ut a nt is d u e t o its alt er e d s h o ot-t o-r o ot si g n ali n g. T o d o s o, w e use d  r e ci pr o c al gr afti n g 4 2 9  

wit h wil d t y p e a n d o pt 3 pl a nts a n d e x a mi n e d t h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of c o p p er d efi ci e n c y 4 3 0  

m ar k ers CI T F 1 , C O P T 2 , F R O 4 , F R O 5  i n r o ots (Fi g u r e  9) . T h e e x pr essi o n of t h es e g e n es was  4 3 1  

u p-r e g ul at e d i n r o ot s of gr aft e d o pt 3 /o pt 3  (o pt 3  s ci o ns gr aft e d t o o pt 3  r o ot st o c ks) c o m p ar e d t o 4 3 2  

t h e gr aft e d W T/ W T ( wil d t y p e s ci o ns gr aft e d wit h wil d t y p e r o ot st o c ks [ c o ntr ol gr afts], Fi g u r e 4 3 3  

9 A ). T h e e x pr essi o n of CI T F 1 , C O P T 2 , F R O 4  a n d F R O 5  w as als o el e v at e d i n r o ots of gr afts 4 3 4  

wit h o pt 3  s ci o ns a n d wil d t y p e r o otst o c k (Fi g u r e 9 A ). I n c o ntr ast, gr afti n g of t h e wil d t y p e 4 3 5  

s h o ots o nt o t h e o pt 3  r o otst o c ks d o w nr e g ul at e d CI T F 1 , C O P T 2 , F R O 4  a n d F R O 5  e x pr essi o n 4 3 6  

r el ati v e t o c o ntr ol gr afts (Fi g u r e 9 A ). T h es e d at a s h o w n t h at t h e O P T 3 f u n cti o n i n t h e s h o ot is 4 3 7  

s uffi ci e nt t o r e g ul at e t h e tr a ns cri pti o n al c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns es i n t h e r o ot.  4 3 8  

Gr aft e d pl a nts pr ef or m e d as e x p e ct e d as e vi d e n c e d b y t h e e x pr essi o n of ir o n- d efi ci e n c y 4 3 9  

m ar k ers, I R T 1 a n d F R O 2 i n diff er e nt gr aft c o m bi n ati o ns (Fi g u r e 9 B  a n d ( Z h ai et al., 2 0 1 4)). As  4 4 0  

w e s h o w e d  pr e vi o usl y, I R T 1 a n d F R O 2  w er e u p-r e g ul at e d i n r o ots of o pt 3 /o pt 3  c o m p ar e d t o  4 4 1  

W T/ W T gr afts ( Fi g u r e 9 B a n d ( Z h ai et al., 2 0 1 4) ). Gr afti n g wil d t y p e s h o ots o nt o o pt 3 m ut a nt 4 4 2  

r o ot s d o w nr e g ul at e d I R T 1 a n d F R O 2  e x pr essi o n r el ati v e t o t h eir e x pr essi o n i n c o ntr ol gr afts 4 4 3  

(Fi g u r e 9 B ). I n c o ntr ast, gr afti n g of o pt 3  s h o ots o nt o wil d t y p e r o ots i n cr e as e d t h e e x pr essi o n of 4 4 4  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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ir o n d efi ci e n c y m ar k ers (Fi g u r e 9 B ). T o g et h er, t hes e  d at a s h o w t h at O P T 3 f u n cti o n i n t h e s h o ot 4 4 5  

r e g ul at e s b ot h ir o n a n d c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns es of t h e r o ot.  4 4 6  

 4 4 7  

C o p p e r a n d I r o n D efi ci e n c y A ut o n o m o usl y  R e g ul at e t h e E x p r essi o n of CI T F 1  a n d FI T  i n 4 4 8  

R o ots of A. t h ali a n a  U n d e r Si m ult a n e o us C o p p e r a n d I r o n D efi ci e n c y. 4 4 9  

W e s h o w e d t h at c o p p er a n d ir o n a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m w as l o w er i n t h e o pt 3  m ut a nt t h a n 4 5 0  

i n wil d t y p e a n d t h at O P T 3 f u n cti o n is i m p ort a nt f or r e g ul ati n g c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y 4 5 1  

r es p o ns es i n t h e r o ot (Fi g u r es. 1 a n d  9). T o mi mi c t h e eff e ct of si m ult a n e o us c o p p er a n d ir o n 4 5 2  

d efi ci e n c y i n t h e p hl o e m of t h e o pt 3  m ut a nt a n d it s eff e ct o n t h e e x pr essi o n of c orr es p o n di n g 4 5 3  

d efi ci e n c y m ar k ers i n r o ot s, w e s u bj e ct e d A. t h ali a n a  wil d t y p e t o d efi ci e n c y of t h es e m et als 4 5 4  

a p pli e d c o n c urr e ntl y ( Fi g u r e 1 0 ). W e t est e d t h e e x pr essi o n of CI T F 1 , b e c a us e it is hi g hl y 4 5 5  

r e g ul at e d b y c o p p er d efi ci e n c y a n d is d o w nr e g ul at e d b y ir o n d efi ci e n c y ( Y a n et al., 2 0 1 7). W e 4 5 6  

als o t est e d t h e e x pr essi o n of FI T  as it is r es p o nsi v e t o ir o n b ut n ot c o p p er d efi ci e n c y ( C ol a n g el o 4 5 7  

a n d G u eri n ot, 2 0 0 4; B er n al et al., 2 0 1 2). As e x p e ct e d, c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y a p pli e d 4 5 8  

i ndi vi d u all y h a d a n o p p osit e eff e ct o n t h e e x pr essi o n of CI T F 1  (Fi g u r e 1 0 A ); FI T  e x pr essi o n 4 5 9  

w as u pr e g ul at e d u n d er ir o n b ut n ot c o p p er d efi ci e n c y ( Fi g u r e 1 0 B ). I n c o ntr ast, t h e e x pr essi o n 4 6 0  

of b ot h g e n es w as hi g hl y u pr e g ul at e d w h e n ir o n a n d c o p p er d efi ci e n ci es w er e a p pli e d 4 6 1  

si m ult a n e o usl y ( Fi g u r e 1 0 A, B ). T his r es ult s u g g est e d t h at ir o n a n d c o p p er d efi ci e n c y a p pli e d 4 6 2  

si m ult a n e o usl y a ct i n p ar all el/ a ut o n o m o usl y o n t h e e x pr essi o n of t h es e r e g ul at or y g e n es.  4 6 3  

 4 6 4  

C o p p e r a n d I r o n D efi ci e n c y A p pli e d Si m ult a n e o usl y I n c r e as e I r o n U pt a k e a n d D eli v e r y t o 4 6 5  

S h o ots.  4 6 6  

B e c a us e c o p p er d efi ci e n c y dri v es ir o n u pt a k e, w e h y p ot h esi z e d t h at c o p p er d efi ci e n c y i n t h e 4 6 7  

o pt 3 m ut a nt a n d it s l o w c o p p er,  i n a d diti o n t o l o w ir o n, a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m, c o ntri b ut es 4 6 8  

t o ir o n h y p er a c c u m ul ati o n i n its r o ots a n d l e a v es. T o t est t his h y p ot h esis, w e e x p os e d wil d t y p e 4 6 9  

t o c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y i n di vi d u all y a n d c o n c urr e ntl y. W e t h e n a n al y z e d ir o n a c c u m ul ati o n 4 7 0  

i n r o ot s a n d l e a v es of wil d t y p e pl a nts. As w as f o u n d pr e vi o usl y, c o p p er d efi ci e n c y i n cr e as e d 4 7 1  

ir o n a c c u m ul ati o n i n b ot h r o ot s a n d l e a v es of A. t h ali a n a  wil d t y p e c o m p ar e d t o c o ntr ol 4 7 2  

c o n diti o ns ( Fi g u r e 1 0 C a n d  ( B er n al et al., 2 0 1 2; W at er s et al., 2 0 1 2; K ast o ori R a m a m urt h y et al., 4 7 3  

2 0 1 8; S h e n g et al., 2 0 2 1)). As e x p e ct e d, ir o n a c c u m ul ati o n w as r e d u c e d i n b ot h r o ot s a n d s h o ots 4 7 4  

u n d er ir o n d efi ci e n c y. I nt er esti n gl y, t h e si m ult a n e o us a p pli c ati o n of c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y 4 7 5  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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i n cr e as e d ir o n a c c u m ul ati o n i n b ot h r o ot s a n d s h o ots c o m p ar e d t o ir o n d efi ci e n c y a p pli e d 4 7 6  

i n di vi d u all y (Fi g u r e 1 0 C ). W e n ot e t h at pl a nts w er e s u bj e ct e d t o ir o n d efi ci e n c y f or o n e w e e k 4 7 7  

a n d pri or t o t h at t h e y w er e gr o w n u n d er ir o n r e pl et e c o n diti o ns. T h us, it is p ossi bl e t h at r o ot 4 7 8  

a p o pl asti c ir o n r es er v es w er e a bs or b e d a n d a c c o u nt e d f or ir o n a c c u m ul ati o n u n d er si m ult a n e o us 4 7 9  

ir o n a n d c o p p er d efi ci e n ci es. W e r e c o g ni z e t h at t his e x p eri m e nt d o es n ot p erf e ctl y m at c h t h e 4 8 0  

s c e n ari o i n t h e o pt 3  m ut a nt t h at e x p eri e n c es t h e i nt er n al c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y u n d er c o ntr ol 4 8 1  

c o n diti o ns. N e v ert h el ess, o ur r es ults f a v or t h e i ntri g ui n g s u g g esti o n t h at d e cr e as e d c o p p er 4 8 2  

a c c u m ul ati o n i n r o ot s a n d l e a v es a n d t h e r e d u c e d ir o n a n d c o p p er a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m 4 8 3  

c o ntri b ut e t o ir o n o v er a c c u m ul ati o n i n t h e o pt 3  m ut a nt. 4 8 4  

 4 8 5  

Dis c ussi o n 4 8 6  

 4 8 7  

At O P T 3 T r a ns p o rts C o p p e r  a n d C o p p e r-N A C o m pl e x, b ut F r e e C o p p e r I o ns a r e 4 8 8  

P r ef e r r e d S u bst r at es i n t h e H et e r ol o g o us S yst e m.  4 8 9  

T h e n at ur e of t h e tr a ns p ort s u bstr at e of O P T 3 h a s b e e n u n d er s cr uti n y a n d a m att er of d e b at es i n 4 9 0  

t h e lit er at ur e. O P T 3 b el o n gs t o t h e O P T f a mil y t h at is p h yl o g e n eti c all y di vi d e d i nt o t w o gr o u ps: 4 9 1  

t he Y ell o w Stri p e- Li k e ( Y S L) a n d Oli g o p e pti d e Tr a ns p ort er ( P T) cl a d es ( L u b k o wit z, 2 0 1 1). 4 9 2  

A n al ys es of t h e tr a ns p ort c a p a biliti es of s o m e m e m b ers of A. t h ali a n a  a n d Or yz a s ati v a  O P T 4 9 3  

f a mil y h a v e dis cl os e d t h eir c a p a cit y t o tr a ns p ort s y nt h eti c t etr a- a n d p e nt a p e pti d es i n 4 9 4  

h et er ol o g o us s yst e ms ( Os a w a et al., 2 0 0 6), w hil e m e m b ers of t h e Y S L cl a d e ar e e x p e ct e d t o 4 9 5  

tr a ns p ort m et al- c h el at e c o m pl e x es ( Os a w a et al., 2 0 0 6). Gi v e n t h e r ol e of O P T 3 i n ir o n 4 9 6  

h o m e ost asi s a n d si g n ali n g, it w as e x p e ct e d t o tr a ns p ort eit h er p e pti d es t h at c a n s er v e as m et al 4 9 7  

li g a n ds (e. g.,  gl ut at hi o n e [G S H ]) or m et al-li g a n d c o m pl e x es (e. g., m et al- ni c oti a n a mi n e [ m et al-4 9 8  

N A] ) ( St a c e y et al., 2 0 0 8; L u b k o wit z, 2 0 1 1). T h us, o ur p ast fi n di n g t h at O P T 3 tr a ns p orts n a k e d 4 9 9  

i o ns, ir o n a n d c a d mi u m w h e n e x pr ess e d i n X e n o p us o o c yt es or t h e y e ast ir o n u pt a k e m ut a nt, f et 3 5 0 0  

f et 4 w as u n e x p e ct e d ( Z h ai et al., 2 0 1 4).   5 0 1  

H er e , w e s h o w t h at O P T 3, i n a d diti o n t o ir o n a n d c a d mi u m i o ns, als o tr a ns p ort e d c o p p er 5 0 2  

i o ns w h e n e x pr ess e d i n X e n o p us  o o c yt es or t h e  S. c er e visi a e  c o p p er tr a ns p ort m ut a nt (Fi g u r e  4 ). 5 0 3  

W e als o f o u n d t h at O P T 3 w as a bl e t o tr a ns p ort b ot h fr e e c o p p er i o ns as w ell as t h e C u -N A 5 0 4  

c o m pl e x (Fi g u r e  4 A ). It is n ot e w ort h y, h o w e v er, t h at O P T 3-e x pr essi n g o o c yt es a c c u m ul at e d 4. 2  5 0 5  

ti m es m or e c o p p er w h e n it w as pr o vi d e d as a fr e e i o n r at h er t h a n c o m pl e x e d  wit h ni c oti a n a mi n e , 5 0 6  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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s u g g esti n g t h at fr e e c o p p er i o ns b ut n ot C u- N A c o m pl e x is a pr ef err e d O P T 3 s u bstr at e i n t hi s 5 0 7  

h et er ol o g o us s yst e m. A r e c e nt r e p ort h as s h o w n t h at m e m b ers of t h e Y S L cl a d e of t h e O P T 5 0 8  

tr a ns p ort er f a mil y, Br a c h y p o di u m dist a c h y o n  Y S L 3 a n d m ai z e Y S 1 als o tr a ns p ort c o p p er i o ns i n 5 0 9  

X e n o p us  o o c yt es ( S h e n g et al., 2 0 2 1). U nli k e At O P T 3, B d Y S L 3 m e di at e d tr a ns p ort of c o p p er 5 1 0  

i o ns b ut n ot C u- N A c o m pl e x. Si mil ar t o At O P T 3, Z m Y S 1 w as c a p a bl e of tr a ns p orti n g b ot h 5 1 1  

c o p p er i o ns as w ell as C u- N A c o m pl e x es; si mil ar t o At O P T 3, c o p p er i o ns w er e t h e pr ef err e d 5 1 2  

tr a ns p ort s u bstr at es of Z m Y S 1 i n t h e X e n o p us  o o c yt e h et er ol o g o us s yst e m ( S h e n g et al., 2 0 2 1). 5 1 3  

R e c e nt i n sili c o a n al ysis usi n g pr ot ei n s e c o n d ar y a n d t erti ar y str u ct ur e si m ul ati o n a n d 5 1 4  

bi n di n g affi nit y r es ults of t h e d o c ki n g a n al ys es s u g g est e d t h at At O P T 3 a n d its c o u nt er p art fr o m 5 1 5  

m ai z e, Z m O P T 3 m a y tr a ns p ort ir o n c o m pl e x e d wit h G S H ( K urt, 2 0 2 1)). D es pit e t his pr e di cti o n, 5 1 6  

At O P T 3 d o es n ot tr a ns p ort G S H w h e n e x pr ess e d i n t h e G S H tr a ns p ort m ut a nt, h gt 1 ∆ , a n d t h e 5 1 7  

a d diti o n of G S H t o t h e X e n o p u s o o c yt es b at hi n g m e di u m r e d u c es c a d mi u m tr a ns p ort ( Z h ai et al., 5 1 8  

2 0 1 4). O ur fi n di n g t h at At O P T 3 d o es n ot tr a ns p ort G S H i n y e ast h as b e e n r e c e ntl y v ali d at e d b y 5 1 9  

( Z h a n g et al., 2 0 1 6). At O P T 3 c o u nt er p art fr o m ri c e, Os O P T 7 is ess e nti al f or ir o n h o m e ost asi s 5 2 0  

a n d s o ur c es t o si n k p artiti o ni n g b ut d o es n ot tr a ns p ort F e- N A, F e- D M A c o m pl e x es, or G S H i n 5 2 1  

o o c yt es as w ell ( B as hir et al., 2 0 1 5). It is n ot e w ort h y t h at u nli k e At O P T 3, ot h er O P T f a mil y 5 2 2  

m e m b ers i n A. t h ali a n a , At O P T 4 a n d At O P T 6 a n d t h e cl os est O P T 3 h o m ol o g fr o m Br assi c a 5 2 3  

j u n c a e, Bj Gt 1 tr a ns p ort G S H ( B O G S et al., 2 0 0 3; C a g n a c et al., 2 0 0 4; Z h a n g et al., 2 0 1 6). 5 2 4  

R e c e nt a n al ys es of t h e Ar a bi d o psis  o pt 6  m ut a nt i m pli c at e d At O P T 6 i n G S H l o n g- dist a n c e 5 2 5  

tr a ns p ort a n d d eli v er y t o si n k or g a ns, es p e ci all y fl o w ers ( W o n g k a e w et al., 2 0 1 8). It is 5 2 6  

n ot e w ort h y t h at si mil ar t o t h e o pt 3  m ut a nt, t h e l oss- of-f u n cti o n of At O P T 6  d el a ys t h e tr a nsiti o n 5 2 7  

fr o m t h e v e g et ati v e t o r e pr o d u cti v e st a g e of t h e d e v el o p m e nt ( W o n g k a e w et al., 2 0 1 8). It w o ul d 5 2 8  

b e i nt er esti n g t o t est w h et h er mi n er al n utri e nt h o m e ost asi s is disr u pt e d i n t h e o pt 6  m ut a nt.  5 2 9  

 5 3 0  

At O P T 3 M e di at es C o p p e r ( a n d I r o n) L o a di n g t o t h e P hl o e m f o r t h e D eli v e r y t o Si n k 5 3 1  

Tiss u es. 5 3 2  

T h e r ol e of At O P T 3 i n ir o n a n d c o p p er l o a di n g t o t h e p hl o e m f or s u bs e q u e nt p artiti o ni n g fr o m 5 3 3  

s o ur c e t o si n k ti ss u es is e vi d e n c e d b y t h e d e cr e as e d a c c u m ul ati o n of t h es e m et als i n t h e p hl o e m 5 3 4  

of t h e o pt 3  m ut a nt (Fi g u r es 1 E, F; 2 A, S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 1 o nli n e  a n d ( Z h ai et al., 2 0 1 4)). 5 3 5  

At t h e w h ol e pl a nt l e v el, t hi s f u n cti o n of At O P T 3 is i m p ort a nt f or t h e p hl o e m- b as e d d eli v er y of 5 3 6  

c o p p er a n d ir o n fr o m s o ur c es t o si n ks,  i n cl u di n g r o ot s a n d y o u n g l e a v es (Fi g u r e 2 B  a n d ( Z h ai et 5 3 7  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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al., 2 0 1 4) r es p e cti v el y). H er e w e als o s h o w t h at At O P T 3 is i m p ort a nt f or c o p p er a n d ir o n 5 3 8  

d eli v er y t o d e v el o pi n g e m br y os a n d t h at i n a d diti o n t o l e a v es, sili q u e v al v es mi g ht a ct as s o ur c es 5 3 9  

of t h es e mi n er als f or d e v el o pi n g s e e ds ( Fi g u r e 3 A, B ). T his s u g g esti o n is b as e d o n o ur fi n di n gs 5 4 0  

t h at sili q u e v al v es of t h e m ut a nt h y p er a c c u m ul at e d ir o n a n d c o p p er w hil e d e v el o pi n g e m br y os 5 4 1  

a c c u m ul at e d l ess ir o n a n d c o p p er c o m p ar e d t o wil d t y p e ( Fi g u r e 3 A, B ). W e n ot e t h at u nli k e 5 4 2  

c o p p er a n d ir o n, m a n g a n es e a n d zi n c w er e h y p er a c c u m ul at e d i n t h e v as c ul at ur e a n d b ot h sili q u e 5 4 3  

v al v es a n d e m br y os, w hil e zi n c w as als o h y p er a c c u m ul at e d i n s e e ds of t h e o pt 3  m ut a nt 5 4 4  

c o m p ar e d t o c orr es p o n di n g tiss u es i n wil d t y p e ( Fi g u r e 1 G, H  a n d 3 ). T o g et h er, t h es e d at a 5 4 5  

s u g g est t h at At O P T 3 f u n cti o ns i n c o p p er a n d ir o n b ut n ot m a n g a n es e a n d zi n c l o a di n g t o t h e 5 4 6  

p hl o e m a n d t h e p hl o e m- b as e d d eli v er y t o si n k tiss u es. 5 4 7  

W e n ot e t h at w hil e t h e r ol e of At O P T 3 a n d Os O P T 7 i n ir o n d eli v er y t o s e e ds is 5 4 8  

e vi d e n c e d b y t h e l o w er ir o n c o n c e ntr ati o n i n m at ur e s e e ds ( Fi g u r e 3 C, D  a n d ( St a c e y et al., 5 4 9  

2 0 0 8; M e n d o z a- C ó z atl et al., 2 0 1 4; Z h ai et al., 2 0 1 4; B as hir et al., 2 0 1 5) , c o p p er a c c u m ul ati o n i n 5 5 0  

m at ur e s e e ds w as n ot aff e ct e d i n t h e o pt 3 m ut a nt ( Fi g u r e 3 D  a n d ( St a c e y et al., 2 0 0 8)). H o w e v er, 5 5 1  

w e n ot e d a s u btl e diff er e n c e i n c o p p er distri b uti o n i n t h e m at ur e s e e d of t h e o pt 3  m ut a nt vs.  wil d 5 5 2  

t y p e (Fi g u r e 3 C ). S p e cifi c all y, l ess c o p p er w as ass o ci at e d wit h t h e v as c ul at ur e of t h e o pt 3  5 5 3  

m ut a nt vs . wil d t y p e, a n d s o m e w h at m or e c o p p er w as ass o ci at e d wit h t h e s e e d c o at of t h e m ut a nt 5 5 4  

(Fi g u r e 3 C ). H o w e v er, t hi s s u btl e diff er e n c e i n c o p p er distri b uti o n w as n ot s uffi ci e nt t o a c c o u nt 5 5 5  

f or t ot al s e e d c o n c e ntr ati o n.  5 5 6  

 5 5 7  

At O P T 3 M e di at es C o p p e r H o m e ost asis a n d t h e o pt 3  M ut a nt M o u nts t h e T r a ns c ri pti o n al 5 5 8  

C o p p e r D efi ci e n c y R es p o ns e i n R o ots a n d Y o u n g L e a v es. 5 5 9  

O ur fi n di n g t h at O P T 3 tr a ns p ort s c o p p er i n h et er ol o g o us s yst e ms a n d t h at t h e o pt 3 m ut a nt 5 6 0  

a c c u m ul at es l ess c o p p er i n r o ots a n d y o u n g l e a v es c o m p ar e d t o wil d t y p e ( Fi g u r es 2 a n d  4) 5 6 1  

s u g g est e d t h at t h e m ut a nt mi g ht b e m or e s e nsiti v e t o c o p p er d efi ci e n c y a n d/ or m a nif est 5 6 2  

m ol e c ul ar s y m pt o ms of c o p p er d efi ci e n c y. I n d e e d, t h e si z e of r os ett e l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt 5 6 3  

gr o w n u n d er c o p p er d efi ci e n c y w as si g nifi c a ntl y s m all er c o m p ar e d t o  c o ntr ol c o n diti o ns,  a n d its 5 6 4  

l e a v es w er e e xt e nsi v el y c hl or oti c c o m p ar e d t o wil d t y p e als o gr o w n wit h o ut a d d e d c o p p er 5 6 5  

(Fi g u r e 5 A, E a n d F) . F urt h er m or e, c o nsist e nt wit h o ur r e c e nt fi n di n gs of t h e r ol e of c o p p er i n 5 6 6  

tr a nsiti o n t o fl o w eri n g ( R a h m ati Is h k a a n d V at a m a ni u k, 2 0 2 0), t h e o pt 3 m ut a nt f ail e d t o fl o w er 5 6 7  

wit hi n t h e ti m e fr a m e of t h e e x p eri m e nt a n d d e v el o p e d m or e r os ett e l e a v es t h a n t h e wil d t y p e 5 6 8  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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w h e n gr o w n i n t h e m e di u m wit h o ut a n d e v e n wit h c o p p er ( Fi g u r e 5 C, D ). C o p p er d efi ci e n c y-5 6 9  

ass o ci at e d p h e n ot y p e s w er e r es c u e d b y tr a nsf erri n g t h e m ut a nt t o a m e di u m wit h hi g h er c o p p er 5 7 0  

c o n c e ntr ati o ns ( Fi g u r e 5 C t o E  a n d S u p pl e m e nt al Fi g u r e 4 o nli n e ). 5 7 1  

I n a d diti o n, t h e o pt 3 m ut a nt m o u nt e d m ol e c ul ar c o p p er- d efi ci e n c y r es p o ns es e v e n w h e n 5 7 2  

it w as gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o ns. T his w as e vi d e n c e d b y t h e i n cr e as e d a cti vit y of c u pri c 5 7 3  

r e d u ct as e i n r o ot s of t h e o pt 3 m ut a nt vs.  wil d t y p e a n d t h e u pr e g ul at e d e x pr essi o n of c o p p er-5 7 4  

d efi ci e n c y r e g ul o n i n r o ots a n d y o u n g l e a v es ( Fi g u r e 5 a n d  S u p pl e m e nt al D at as et s 2 t o 4). 5 7 5  

C h a n g es i n t h e tr a ns cri pt o m e of m at ur e l e a v es of t h e o pt 3 m ut a nt w er e i n di c ati v e of n eit h er 5 7 6  

d efi ci e n c y n or s uffi ci e n c y. T h e tr a ns cri pti o n al c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns es of r o ot s a n d y o u n g 5 7 7  

l e a v es a n d a n u ns p e cifi c r es p o ns e of m at ur e l e a v es ar e c o nsist e nt wit h t h eir c o p p er a c c u m ul ati o n 5 7 8  

i n t h e c orr es p o n di n g tiss u es of t h e o pt 3  m ut a nt (Fi g u r es 2, 5 a n d  S u p pl e m e nt al D at as ets 2 t o 4 ). 5 7 9  

I n a d diti o n, o ur fi n di n g of t h e disti n ct tr a ns cri pti o n al r es p o ns e a n d m et al a c c u m ul ati o n i n m at ur e 5 8 0  

vs.  y o u n g l e a v es of t h e m ut a nt e m p h asi z e s t h e n e e d t o s e p ar at e t h es e l e a v es i n a n al ys es of 5 8 1  

m ut a nt p h e n ot y p es.  5 8 2  

 5 8 3  

At O P T 3 M e di at es C r osst al k B et w e e n I r o n a n d C o p p e r H o m e ost asis a n d L oss of t his 5 8 4  

F u n cti o n i n t h e o pt 3  M ut a nt C o nt ri b ut es t o Alt e r e d I r o n Si g n ali n g a n d I r o n O v e rl o a d. 5 8 5  

O wi n g t o its w ell- est a bli s h e d r ol e i n ir o n l o a di n g i nt o t h e p hl o e m a n d ir o n distri b uti o n fr o m 5 8 6  

s o ur c es t o si n k s, i n cl u di n g r o ot s, At O P T 3 is c o nsi d er e d t o m e di at e si g n ali n g of t h e s h o ot ir o n 5 8 7  

st at us t o t h e r o ot ( St a c e y et al., 2 0 0 8; M e n d o z a- C ó z atl et al., 2 0 1 4; Z h ai et al., 2 0 1 4). T h us, t h e 5 8 8  

l oss of t h e At O P T 3 f u n cti o n i n o pt 3  m ut a nt all el es c o nstit uti v el y u pr e g ul at es FI T  a n d t h e FI T-5 8 9  

r e g ul o n r es ulti n g i n ir o n o v er a c c u m ul ati o n i n r o ot s as w ell as s h o ots ( Fi g u r e 6 a n d 5 9 0  

S u p pl e m e nt al D at as et 2 t o 4  a n d ( St a c e y et al., 2 0 0 8; M e n d o z a- C ó z atl et al., 2 0 1 4; Z h ai et al., 5 9 1  

2 0 1 4; K h a n et al., 2 0 1 8)). I n c o ntr ast t o r o ots, t h e tr a ns cri pt o m e of m at ur e a n d y o u n g l e a v es 5 9 2  

r e a ct e d t o ir o n o v erl o a d b y u pr e g ul ati n g t h e e x pr e ssi o n of ir o n-s c a v e n g e rs, F E R 1, F E R 3 , F E R 4  5 9 3  

a n d g e n es i n v ol v e d i n t h e r e distri b uti o n of m et al -ni c oti a n a mi n e c o m pl e x es , N A S 3 , Y S L 1  a n d 5 9 4  

Y S L 3  (Fi g u r e  6  a n d S u p pl e m e nt al D at as et 2 t o 4 ).  5 9 5  

T h e  disti n ct e x pr essi o n of F E P 1/I M A 3  t h at w e h a v e o bs er v e d i n y o u n g a n d m at ur e l e a v es 5 9 6  

of t h e o pt 3  m ut a nt d es er v es att e nti o n (Fi g u r e 6 a n d S u p pl e m e nt al D at as et 2 t o 4 ). F E P 1/I M A 3  5 9 7  

is e x pr ess e d i n t h e v as c ul at ur e of r o ot s a n d l e a v es, tr a ns cri pti o n all y u pr e g ul at e d b y ir o n 5 9 8  

d efi ci e n c y, is s uffi ci e nt t o u pr e g ul at e t h e e x pr essi o n of t h e r o ot ir o n u pt a k e s yst e m a n d is 5 9 9  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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s u g g est e d t o f u n cti o n i n s yst e mi c ir o n- d efi ci e n c y si g n ali n g ( Grill et et al., 2 0 1 8; Hir a y a m a et al., 6 0 0  

2 0 1 8). W e f o u n d t h at F E P 1/I M A 3  w as d o w nr e g ul at e d i n m at ur e b ut n ot y o u n g l e a v es (Fi g u r e 6 6 0 1  

a n d S u p pl e m e nt al D at as et 3 a n d  4). T his fi n di n g s u g g est e d t h at ir o n is m or e a v ail a bl e i n 6 0 2  

m at ur e l e a v es t h a n i n y o u n g l e a v es si n c e t h e v as c ul at ur e of m at ur e b ut n ot y o u n g l e a v es 6 0 3  

p er c ei v e d ir o n s uffi ci e n c y r es ulti n g i n d o w nr e g ul ati o n of F E P 1/I M A 3. It is i m p ort a nt t o n ot e t h at 6 0 4  

alt h o u g h ir o n distri b uti o n fr o m m at ur e t o y o u n g l e a v es is si g nifi c a ntl y r e d u c e d c o m p ar e d t o wil d 6 0 5  

t y p e ( Z h ai et al., 2 0 1 4), y o u n g l e a v es still a c c u m ul at e d m or e ir o n t h a n y o u n g l e a v es of t h e wil d-6 0 6  

t y p e (S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 2 o nli n e ). I n c o ntr ast, y o u n g l e a v es of t h e o pt 3  m ut a nt 6 0 7  

a c c u m ul at e d si g nifi c a ntl y l ess c o p p er w hil e m at ur e l e a v es a c c u m ul at e d si g nifi c a ntl y m or e 6 0 8  

c o p p er c o m p ar e d t o c orr es p o n di n g l e a v es of t h e wil d t y p e ( Fi g u r e 2 B ). F urt h er m or e, r o ot s of t h e 6 0 9  

o pt 3  m ut a nt w er e als o c o p p er d efi ci e nt (Fi g u r e 2 B ). P ast fi n di n gs fr o m diff er e nt r es e ar c h gr o u ps, 6 1 0  

s h o wi n g t h e o v er a c c u m ul ati o n of ir o n u n d er c o p p er d efi ci e n c y i n r o ot s a n d l e a v es of A. t h ali a n a , 6 1 1  

ar e es p e ci all y r el e v a nt ( Fi g u r e 1 1 A  b as e d o n ( B er n al et al., 2 0 1 2; W at ers a n d Ar m br ust, 2 0 1 3; 6 1 2  

K ast o ori R a m a m urt h y et al., 2 0 1 8; Kr o h a n d Pil o n, 2 0 2 0; R ai et al., 2 0 2 1; S h e n g et al., 2 0 2 1) . 6 1 3  

T h es e p ast fi n di n gs, t o g et h er wit h o ur d at a s h o wi n g t h at At O P T 3, i n a d diti o n t o ir o n, l o a ds 6 1 4  

c o p p er t o t h e p hl o e m f or r e distri b uti o n fr o m s o ur c es t o si n ks, i n v o k e t h e r ol e of At O P T 3 i n t h e 6 1 5  

r e g ul ati o n of t h e cr osst al k b et w e e n c o p p er a n d ir o n h o m e ost asi s a n d c o ntri b ut e t o t h e 6 1 6  

u n d erst a n di n g of t h e n at ur e of alt er e d ir o n d efi ci e n c y si g n ali n g a n d ir o n o v er a c c u m ul ati o n i n t h e 6 1 7  

o pt 3 m ut a nt ( Fi g u r e 1 1 B ).  6 1 8  

  S p e cifi c all y, we c o nsi d er t w o n ot m ut u all y e x cl usi v e a n d, m ost li k el y, c o n c urr e nt 6 1 9  

s c e n ari os ( Fi g u r e 1 1 B ). 1). A c o ns er v ati v e s c e n ari o : as it w as s u g g est e d i n t h e p ast, it is p os si bl e 6 2 0  

t h at alt er e d ir o n si g n ali n g i n t h e o pt 3  m ut a nt d u e t o it s i n a bilit y t o l o a d ir o n t o t h e p hl o e m, 6 2 1  

c a us es a c o nstit uti v e ir o n d efi ci e n c y r es p o ns e i n t h e r o ot. As a r es ult, ir o n o v er a c c u m ul ati o n 6 2 2  

o c c ur s i n r o ots a n d l e a v es b e c a us e of t h e s u bs e q u e nt c o nti n u al u pt a k e of ir o n fr o m t h e o utsi d e 6 2 3  

m e di u m. C o nsi d eri n g t h e si g n at ur e of t h e cr osst al k b et w e e n ir o n a n d c o p p er, hi g h ir o n i n t h e 6 2 4  

o pt 3  m ut a nt d u e t o it s alt er e d ir o n d efi ci e n c y si g n ali n g d e cr e as es c o p p er u pt a k e, c a us es c o p p er 6 2 5  

d efi ci e n c y a n d ass o ci at e d m ol e c ul ar si g n at ur e of c o p p er d efi ci e n c y. I n f a v or of t his s c e n ari o ar e 6 2 6  

p ast fi n di n gs t h at t h e a c c u m ul ati o n of ot h er m et als is si g nifi c a ntl y alt er e d i n t h e o pt 3 m ut a nt 6 2 7  

( St a c e y et al., 2 0 0 8; Z h ai et al., 2 0 1 4; K h a n et al., 2 0 1 8). 2). A n  alt er n ati v e h y p ot h esi s:  th e 6 2 8  

d e cr e as e d c o p p er a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m of t h e o pt 3  m ut a nt d u e t o its r e d u c e d a bilit y t o 6 2 9  

l o a d c o p p er i nt o t h e p hl o e m, l e a ds t o c o nstit uti v e c o p p er d efi ci e n c y i n y o u n g l e a v es a n d r o ot s 6 3 0  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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t h at, i n t ur n, sti m ul at es ir o n u pt a k e. I n f a v or of t hi s h y p ot h esis is o ur fi n di n g t h at t h e s y m pt o ms 6 3 1  

of c o p p er d efi ci e n c y a n d t h e e x pr essi o n of c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y m ar k ers i n t h e o pt 3 m ut a nt 6 3 2  

ar e r es c u e d b y s u p pl e m e nt al c o p p er ( Fi g u r e 8). I n c o ntr ast, t h e f oli ar ir o n a p pli c ati o n d o es n ot 6 3 3  

r es c u e t h e e x pr essi o n of r o ot ir o n- a c q uisiti o n g e n es i n t h e o pt 3- 2  m ut a nt ( M a as et al., 1 9 8 8; 6 3 4  

G ar ci a et al., 2 0 1 3). 6 3 5  

It is m ost li k el y t h at b ot h s c e n ari os o c c ur si m ult a n e o usl y a n d ori gi n at e fr o m t h e f u n cti o n 6 3 6  

of O P T 3 i n p hl o e m l o a di n g of b ot h c o p p er a n d ir o n. T h e r e d u c e d a bilit y t o d o s o i n t h e o pt 3  6 3 7  

m ut a nt r es ult s i n a c o nstit uti v e c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y i n t h e p hl o e m ( Fi g u r e 1 1 B ). I n 6 3 8  

s u p p ort of t hi s s u g g esti o n ar e o ur d at a fr o m t h e gr afti n g e x p eri m e nts s h o wi n g t h at wil d t y p e 6 3 9  

s h o ots gr aft e d o nt o t h e o pt 3 r o otst o c ks d e cr e as e d t h e e x pr essi o n of ir o n a n d c o p p er d efi ci e n c y 6 4 0  

m ar k ers  ( Fi g u r e 9). C o nsist e ntl y, t h e o pt 3  s ci o ns c a us e t h e c o nstit uti v e u pr e g ul ati o n of b ot h ir o n 6 4 1  

a n d c o p p er d efi ci e n c y m ar k er g e n es. F urt h er m or e, t h e si m ult a n e o us a p pli c ati o n of c o p p er a n d 6 4 2  

ir o n d efi ci e n c y i n cr e as e d ir o n u pt a k e a n d d eli v er y t o s h o ots a n d si m ul at e d t h e e x pr es si o n of 6 4 3  

c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y m ar k ers, CI T F 1 a n d FI T , r es p e cti v el y (Fi g u r e 1 0 ).  6 4 4  

W e als o s u g g est t h at c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y o c c urri n g si m ult a n e o usl y i n t h e p hl o e m 6 4 5  

of t h e o pt 3  m ut a nt a ct a ut o n o m o u sl y i n r e g ul ati n g c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y g e n es. T his 6 4 6  

s u g g esti o n is b as e d o n t h e fi n di n g t h at t h e e x pr essi o n of CI T F 1 , n or m all y d o w nr e g ul at e d b y ir o n 6 4 7  

d efi ci e n c y w hil e u pr e g ul at e d b y c o p p er d efi ci e n c y w h e n a p pli e d i n d e p e n d e ntl y, w as u pr e g ul at e d 6 4 8  

u n d er si m ult a n e o us a p pli c ati o n of b ot h d efi ci e n ci es ( Fi g u r e  1 A ). Li k e wis e, alt h o u g h FI T is 6 4 9  

u pr e g ul at e d b y ir o n d efi ci e n c y a n d d o es n ot r es p o n d tr a ns cri pti o n all y t o c o p p er d efi ci e n c y, it 6 5 0  

w as u pr e g ul at e d b y t h e si m ult a n e o us a p pli c ati o n of c o p p er a n d ir o n d efi ci e n c y ( Fi g u r e  1 0 B ).  6 5 1  

T o c o n cl u d e, o ur st u di es h a v e assi g n e d n e w f u n cti o ns t o At O P T 3 i n l o a di n g c o p p er i nt o 6 5 2  

t h e p hl o e m a n d s u bs e q u e nt distri b uti o n t o si n k tiss u es . W e h a v e als o dis c o v er e d a  r ol e f or O P T 3 6 5 3  

i n c o p p er-ir o n cr osst al k t h at is i m p orta nt f or n or m al h o m e ost asi s of b ot h el e m e nts.  6 5 4  

U n d erst a n di n g t h e b asi c m e c h a nis ms pl a nts us e t o c o or di n at e ir o n a n d c o p p er d e m a n ds wit h 6 5 5  

t h eir u pt a k e, tr a ns p ort a n d utili z ati o n will pr o vi d e pr o misi n g a v e n u es f or t ar g et e d bi of ortifi c ati o n 6 5 6  

str at e gi es dir e ct e d a t i n cr e asi n g ir o n d e nsit y i n t h e e di bl e p orti o ns of cr o ps a n d i m pr o vi n g 6 5 7  

a gri c ult ur al pr o d u cti vit y o n ir o n a n d c o p p er -d efi ci e nt s oils.  6 5 8  

 6 5 9  

M at e ri als a n d M et h o ds 6 6 0  

 6 6 1  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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Pl a nt M at e ri al a n d G r o wt h C o n diti o ns 6 6 2  

Ar a bi d o psis t h ali a n a  (c v . C ol- 0) a n d a pr e vi o usl y d es cri b e d o pt 3- 3  T- D N A i ns erti o n m ut a nt ( c v. 6 6 3  

C ol- 0; S A L K _ 0 5 8 7 9 4 C ; ( Z h ai et al., 2 0 1 4) w er e o bt ai n e d fr o m A B R C. S oil- gr o w n pl a nts w er e 6 6 4  

dir e ctl y s o w n o nt o L a m b ert 1 1 1 irri g at e d wit h r e g ul ar f ertili z er. F or c o p p er d efi ci e n c y tr e at m e nts, 6 6 5  

pl a nts w er e eit h er gr o w n o n h alf-str e n gt h M ur as hi g e a n d S k o o g ( M S) m e di u m ( Si g m a- Al dri c h, 6 6 6  

M 5 5 1 9) wit h 1 % s u cr os e a n d 0. 7 % a g ar or h y dr o p o ni c all y i n a m e di u m c o nt ai ni n g 1. 2 5 m M 6 6 7  

K N O 3 , 0. 6 2 5 m M K H 2 P O4 , 0. 5 m M M g S O4 , 0. 5 m M C a( N O3 ), 1 0 µ M F e(III) H B E D a n d t h e 6 6 8  

f oll o wi n g mi cr o n utri e nts: 1 7. 5 µ M H3 B O 3 , 3. 5 µ M M n Cl2 , 0. 2 5 µ M Z n S O4 , 0. 0 5 µ M N a M o O4 , 6 6 9  

2. 5 µ M N a Cl a n d 0. 0 0 2 5 µ M C o Cl 2  ( Art e c a a n d Art e c a 2 0 0 0), a n d t h e i n di c at e d c o n c e ntr ati o n s 6 7 0  

of c o p p er wit h 1 2 5 n M c o p p er c o nsi d er e d as c o ntr ol ( Y a n et al., 2 0 1 7). F or gr o wi n g pl a nts 6 7 1  

h y dr o p o ni c all y, s e e ds w er e s urf a c e-st erili z e d b ef or e s o wi n g o nt o 0. 7 % ( w/ v) a g ar ali q u ot e d i n 1 0 6 7 2  

µ L pi p ett e ti ps. Pi p ett e ti ps w er e c ut b ef or e pl a ci n g t h e m i nt o fl o ats m a d e of f o a m b o ar ds. T h e 6 7 3  

r o ot s of s e e dli n gs w er e i m m ers e d i nt o t h e h y dr o p o ni c s ol uti o n aft er 7- 8 d a ys of gr o wt h. T o 6 7 4  

e ns ur e t h at b ot h wil d t y p e a n d t h e o pt 3- 3  m ut a nt w er e tr e at e d at t h e s a m e gr o wt h st a g e, all pl a nts 6 7 5  

w er e tr a nsf err e d w h e n t h e r os ett e r e a c h e d t o 5 0 % of fi n al si z e ( pri n ci p al gr o wt h st a g e 3. 5 as 6 7 6  

d o c u m e nt e d i n ( B o y es et al., 2 0 0 1)). I n t hi s c as e, wil d t y p e a n d t h e o pt 3- 3  pl a nts w er e 6 7 7  

tr a nsf err e d 3 a n d 4 w e e ks aft er s o wi n g s e e ds, r es p e cti v el y. T h e s ol uti o n w as r e pl a c e d o n a 6 7 8  

w e e kl y b asis a n d w as r e pl a c e d f or o n e m or e ti m e 2 4 h o urs b ef or e c oll e cti n g s a m pl es All pl a nts 6 7 9  

w er e gr o w n i n a gr o wt h c h a m b er at 2 2 ℃, 1 4 h li g ht/ 1 0 h d ar k p h ot o p eri o d at a p h ot o n fl u x 6 8 0  

d e nsit y of 1 1 0 µ m ol m - 2 s- 1. 6 8 1  

  6 8 2  

Hi g h - T h r o u g h p ut S e q u e n ci n g of m R N A, S e q u e n c e M a p pi n g a n d Diff e r e nti al G e n e 6 8 3  

E x p r essi o n A n al ysi s 6 8 4  

A. t h ali a n a  wil d t y p e a n d o pt 3- 3  pl a nts w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 0. 1 2 5 μ M C u S O4  f or 4 6 8 5  

w e e ks. T h e t ot al R N A w as is ol at e d fr o m r o ot s, m at ur e a n d y o u n g l e a v es usi n g t h e T RI z ol 6 8 6  

r e a g e nt (I n vitr o g e n). T h e str a n d-s p e cifi c R N A- S e q li br ari es w er e c o nstr u ct e d usi n g 3 µ g of t ot al 6 8 7  

R N A a c c or di n g t o pr o c e d ur es d es cri b e d pr e vi o usl y ( Z h o n g et al., 2 0 1 1). R N A- S e q li br ari es w er e 6 8 8  

s e q u e n c e d o n t h e Ill u mi n a Hi S e q 2 5 0 0 s yst e m usi n g t h e si n gl e- e n d m o d e. T hr e e r e pli c at es p er 6 8 9  

s a m pl e w er e us e d i n e x p eri m e nts. Tri m m o m ati c ( B ol g er et al. 2 0 1 4) w as e m pl o y e d t o r e m o v e 6 9 0  

a d a pt or a n d l o w- q u alit y s e q u e n c es i n t h e Ill u mi n a r a w r e a ds. R e a ds s h ort er t h a n 4 0 b p w er e 6 9 1  

dis c ar d e d. T h e r es ulti n g r e a ds w er e ali g n e d t o t h e ri b os o m al R N A d at a b as e usi n g B o wti e wit h 3 6 9 2  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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mis m at c h es all o w e d ( L a n g m e a d et al., 2 0 0 9; Q u ast et al., 2 0 1 3), a n d t h os e ali g n e d w er e 6 9 3  

dis c ar d e d. T h e fi n al cl e a n r e a ds w er e ali g n e d t o t h e Ar a bi d o psis g e n o m e s e q u e n c e ( T AI R 1 0) 6 9 4  

usi n g T o p H at wit h 1 mis m at c h all o w e d ( Tr a p n ell et al., 2 0 0 9). Fi n all y, t h e c o u nts of m a p p e d 6 9 5  

r e a ds f or e a c h g e n e m o d el fr o m e a c h s a m pl e w er e d eri v e d a n d n or m ali z e d t o R P K M (r e a ds p er 6 9 6  

kil o b as e of e x o n m o d el p er milli o n m a p p e d r e a ds).  D E S e q 2 w as us e d t o i d e ntif y  diff er e nti all y 6 9 7  

e x pr ess e d g e n es ( D E Gs) wit h t h e r a w c o u nt d at a ( L o v e et al., 2 0 1 4) .  R a w p  v al u es w er e 6 9 8  

c orr e ct e d f or m ulti pl e t esti n g usi n g t h e f als e dis c o v er y r at e ( F D R; ( B e nj a mi ni a n d H o c h b er g, 6 9 9  

1 9 9 5). G e n es wit h a n F D R l ess t h a n 0. 0 5 a n d f ol d- c h a n g es gr e at er t h a n or e q u al t o 1. 5 w er e 7 0 0  

r e g ar d e d as D E Gs. G O t er m e nri c h m e nt a n d g e n e f u n cti o n al cl assifi c ati o n a n al ys e s w er e 7 0 1  

p erf or m e d u si n g Pl a nt M et G e n M a p (J o u n g et al., 2 0 0 9). 7 0 2  

 7 0 3  

I C P- M S A n al ysi s of C o p p e r C o n c e nt r ati o n i n Pl a nt Tiss u es 7 0 4  

R o ot a n d s h o ot ti ss u es w er e c oll e ct e d fr o m pl a nts gr o w n h y dr o p o ni c all y as d es cri b e d a b o v e. Ir o n 7 0 5  

a n d ot h er el e m e nts w er e d es or b e d fr o m r o ot c ell w alls b y w as hi n g r o ots i n 1 0 m M E D T A a n d a 7 0 6  

s ol uti o n wit h 0. 3 m M b at h o p h e n a nt hr oli n e dis ul p h o n at e ( B P S) a n d 5. 7 m M s o di u m dit hi o nit e. 7 0 7  

T h e f ull y e x p e n d e d l e a v es a n d t h e u p m ost l e a v es l ess t h a n 3 m m l o n g w er e ri ns e d wit h d ei o ni z e d 7 0 8  

w at er 3 ti m es a n d t h e n p o ol e d s e p ar at el y as m at ur e l e a v es a n d y o u n g l e a v es. T h e dr y s e e ds a n d 7 0 9  

v al v es w er e c oll e ct e d fr o m pl a nts gr o w n i n s oil, a n d t h e s e e ds w er e s e p ar at e d fr o m t h e v al v es 7 1 0  

wit h 5 0 0  m m es h. F o ur t o ei g ht pl a nts w er e p o ol e d f or o n e m e as ur e m e nt i n e a c h e x p eri m e nt. 7 1 1  

T hr e e m e as ur e m e nts a n d t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts w er e c o n d u ct e d. All t h e s a m pl es w er e 7 1 2  

dri e d i n a n 8 0 o C o v e n b ef or e m e as uri n g t h e w ei g ht. El e m e nt al a n al ysis w as p erf or m e d usi n g 7 1 3  

I C P- M S. 7 1 4  

 7 1 5  

R T - q P C R A n al ysi s 7 1 6  

R o ots a n d l e a v es w er e c oll e ct e d fr o m pl a nts at Z eit g e b er ti m e 7 ( Z eit g e b er ti m e is d e fi n e d as t h e 7 1 7  

h o urs aft er li g hts- o n) a n d fl as h-fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n b ef or e t h e h o m o g e ni z ati o n. T ot al R N A 7 1 8  

w as is ol at e d usi n g T RI z ol r e a g e nt (I n vitr o g e n) a c c or di n g t o t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns.  7 1 9  

c D N A t e m pl at es us e d f or q P C R a n al ysis w er e s y nt h esi z e d b y usi n g Affi nit y S cri pt Q P C R c D N A 7 2 0  

s y nt h esis kit.  O n e μ g of t ot al R N A w as tr e at e d wit h D N as e I ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs) pri or t o t h e 7 2 1  

first-str a n d c D N A s y nt h e sis t o eli mi n at e g e n o mi c D N A c o nt a mi n ati o n.  R e al-ti m e P C R a n al ysis 7 2 2  

w as p erf or m e d i n a t ot al v ol u m e of 1 5 m L c o nt ai ni n g 1 x i Q S Y B R Gr e e n S u p er mi x ( Bi o- R a d), 7 2 3  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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5 0 0 n M c o n c e ntr ati o n of e a c h P C R pri m er a n d 2 μ L of 1 5 x dil ut e d c D N A t e m pl at es usi n g 7 2 4  

C F X 9 6 r e al-ti m e P C R s yst e m ( Bi o- R a d) as d es cri b e d ( G a y o m b a et al., 2 0 1 3).  E a c h e x p eri m e nt 7 2 5  

w as c o n d u ct e d usi n g t hr e e i n d e p e n d e nt bi ol o gi c al s a m pl es, e a c h c o nsisti n g of 2- 3 t e c h ni c al 7 2 6  

r e pli c at es. D at a w er e n or m ali z e d t o t h e e x pr essi o n of A C TI N 2 ( A T 3 G 1 8 7 8 0). T h e f ol d 7 2 7  

diff er e n c e ( 2 - D D Ct) a n d t h e st atisti c al p ar a m et ers w er e c al c ul at e d usi n g t h e C F X M a n a g er 7 2 8  

S oft w ar e, v er si o n 3. 1 ( Bi o- R a d). 7 2 9  

 7 3 0  

G r afti n g E x p e ri m e nts 7 3 1  

T h e gr afti n g m et h o d w a s d es cri b e d pr e vi o usl y wit h sli g ht m o difi c ati o n ( M ars c h- M artí n e z et al. 7 3 2  

2 0 1 3). All of t h e pr o c e d ur es w er e p erf or m e d u n d er L ei c a S 6 E mi cr os c o p e. Bri efl y, wil d t y p e a n d 7 3 3  

o pt 3- 3  s e e ds w er e g er mi n at e d a n d gr o w n v erti c all y o n h alf-str e n gt h M S m e di u m wit h 0. 5 % 7 3 4  

s u cr os e f or 6- 7 d a ys. C ot yl e d o ns w er e r e m o v e d b y usi n g st eril e s c al p els wit h N o. 1 1 bl a d es ri g ht 7 3 5  

b ef or e gr afti n g. T h e s ci o ns a n d r o ot st o c ks w er e t h e n s e p ar at e d a n d m o v e d t o h alf-str e n gt h M S 7 3 6  

pl at es wit h 0. 5 % s u cr os e a n d 0. 7 % a g ar f or ali g n m e nt. Aft er gr afti n g, t h e pl a nts w er e gr o w n 7 3 7  

v erti c all y o n t h e pl at es f or a n ot h er 1 0 d a ys. S u c c essf ull y gr aft e d pl a nts wit h o ut a d v e ntiti o us 7 3 8  

r o ot s a b o v e t h e gr aft j u n cti o n w er e t h e n tr a nsf err e d t o t h e h y dr o p o ni c s yst e m wit h 0. 2 5 μ M 7 3 9  

C u S O 4  f or 2 4 d a ys b ef or e q P C R a n al ysi s.  7 4 0  

 7 4 1  

S y n c h r ot r o n X- R a y Fl u o r es c e n c e I m a gi n g 7 4 2  

Fr es h s a m pl es w er e d et a c h e d i m m e di at el y b ef or e t h e a n al ysis a n d w er e pl a c e d i n a w et c h a m b er 7 4 3  

m a d e b et w e e n t w o l a y ers of m et al-fr e e K a pt o nfil m, a n d m o u nt e d o nt o 3 5- m m  sli d e fr a m es. T h e 7 4 4  

s p ati al distri b uti o n of C u a n d F e w a s i m a g e d vi a S X R F mi cr os c o p y at t h e F 3 st ati o n at t h e 7 4 5  

C or n ell Hi g h E n er g y S y n c hr otr o n S o ur c e ( C H E S S). T h e 2 D C u a n d F e r ast er m a ps w er e 7 4 6  

a c q uir e d at t h e 2 5- µ m r es ol uti o n, 0. 2 s/ pi x el d w ell ti m e usi n g a f o c us e d, m o n o c hr o m ati c i n ci d e nt 7 4 7  

x-r a y b e a m at 1 2. 8 k e V a n d p h ot o n fl u x of ~ 1 0 1 0 p h ot o ns/s. T h e m o n o c hr o m ati c b e a m w as 7 4 8  

g e n er at e d wit h 0. 6 % e n er g y b a n d wi dt h m ultil a y ers. F o c usi n g w as a c hi e v e d usi n g a si n gl e-7 4 9  

b o u n c e m o n c a pill ar y ( n a m e d P E B 6 0 5) f a bri c at e d at C H E S S. T h es e s etti n gs di d n ot c a us e 7 5 0  

d et e ct a bl e d a m a g e t o pl a nt ti ss u es wit hi n t h e 6- t o 9- h s c a ns r e q uir e d f or a n al ysis of t h e f ull s et 7 5 1  

of s a m pl es. El e m e nt-s p e cifi c x-r a y fl u or es c e n c e w as d et e ct e d usi n g a V ort e x M E- 4 sili c o n drift 7 5 2  

d et e ct or. Q u a ntifi c ati o ns w er e d o n e b y c ali br ati n g usi n g a t hi n m et al f oil fil m st a n d ar d d uri n g 7 5 3  

e a c h e x p eri m e nt a n d c o n c e ntr ati o ns w er e e x pr ess e d as µ g c m - 2. D at a w as pr o c ess e d wit h t h e 7 5 4  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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s oft w ar e Pr a x es, w hi c h w as d e v el o p e d at C H E S S a n d e m pl o ys P y M C A li br ari es i n b at c h m o d e 7 5 5  

( S ol é et al., 2 0 0 7). 7 5 6  

 7 5 7  

S y n c h r ot r o n- b as e d C o nf o c al X R F Mi c r os c o p y 7 5 8  

C o nf o c al X R F e x p eri m e nts w er e o bt ai n e d at b e a mli n e 5-I D ( S R X). T h e b e a mli n e 7 5 9  

m o n o c hr o m at or a n d f o c usi n g o pti cs w er e e m pl o y e d t o d eli v er 3 x 1 0 1 1  p h ot o ns/s e c o n d i n a 1 x 1 7 6 0  

µ m 2  b e a m, wit h i n ci d e nt b e a m e n er g y of 1 0. 0 k e V a n d b a n d wi dt h of a p pr o xi m at el y 1 e V. T h e 7 6 1  

c o nf o c al g e o m etr y w as a c hi e v e d b y pl a ci n g a c olli m ati n g c h a n n el arr a y ( C C A) ( A g y e m a n-B u d u 7 6 2  

et al., 2 0 1 6)  o nt o a si n gl e -el e m e nt V ort e x S D D d et e ct or p er p e n di c ul ar t o t h e b e a m. T h e s a m pl e 7 6 3  

st a g e w as ori e nt e d s u c h t h at t h e h ori z o nt al tr a nsl ati o n a xis of t h e st a g e is 3 5 d e gr e es fr o m t h at of 7 6 4  

t h e i n ci d e nt b e a m, a n d 5 5 d e gr e es fr o m t h e d et e ct or a xis. T h e p arti c ul ar C C A e m pl o y e d f or t h es e 7 6 5  

m e as ur e m e nts h as a s eri es of 1 7 5, 2 -µ m c h a n n els et c h e d i nt o a 1 -m m t hi c k G er m a ni u m s u bstr at e, 7 6 6  

et c h e d t o a n a p pr o xi m at e d e pt h of 3 0 0 µ m. T h e w or k i n g dist a n c e b et w e e n t h e s a m pl e a n d o pti c 7 6 7  

is 1. 5 m m. D u e t o t h e fi nit e wi dt h of t h e o pti c at it s fr o nt ti p, t h e m a xi m u m pr o b e d e pt h of t h e 7 6 8  

s yst e m i n t his c o nfi g ur ati o n is 0. 8 m m.  Q u a ntit ati v e c ali br ati o n of t h e c o nf o c al X R F s yst e m w as 7 6 9  

a c hi e v e d b y m et h o ds d es cri b e d i n ( M al z er a n d K a n n gi e ß er, 2 0 0 5; M a nt o u v al o u et al., 2 0 1 2). 7 7 0  

 7 7 1  

S y n c h r ot r o n- b as e d X- r a y Fl u o r es c e n c e C o m p ut e d Mi c r ot o m o g r a p h y ( F- C M T)  7 7 2  

I nt er n al distri b uti o ns of c o p p er, ir o n a n d ot h er mi cr o n utri e nt el e m e nts i n wil d t y p e a n d t h e  o pt 3- 7 7 3  

3  m ut a nt s e e ds w er e m e as ur e d i n viv o  b y s y n c hr otr o n- b as e d X-r a y Fl u or es c e n c e C o m p ut e d 7 7 4  

Mi cr ot o m o gr a p h y ( F- C M T) at t h e X-r a y Fl u or es c e n c e Mi cr o pr o b e ( X F M) b e a mli n e at t h e 7 7 5  

N ati o n al S y n c hr otr o n Li g ht S o ur c e II ( N S L S- II) i n U pt o n, N Y. X F M ( 4- B M) b e a mli n e is 7 7 6  

d esi g n e d f or m o n o c hr o m ati c o p er ati o n i n t h e 2. 3 t o 2 3 k e V r a n g e a n d o pti mi z e d f or hi g h- q u alit y, 7 7 7  

s p ati all y-r es ol v e d X-r a y a bs or pti o n s p e ctr os c o p y ( S ulf ur t o T e c h n eti u m K- e d g es) i n c o nj u n cti o n 7 7 8  

wit h el e m e nt-s p e cifi c i m a gi n g a n d mi cr o diffr a cti o n. X F M b e a mli n e c a n als o b e o p er at e d i n a 7 7 9  

pi n k b e a m “i m a gi n g ” m o d e t h at d eli v ers a 1- mi cr o n s p ot wit h u p t o 1 0 0 0 X m or e fl u x t h a n t h e 7 8 0  

X F M m o n o c hr o m ati c b e a m. X F M filt er e d pi n k b e a m ( 1 2 –  2 0 k e V br o a d b a n d) w as f o c us e d b y 7 8 1  

Kir k p atri c k- B a e z ( K B) mirr or s t o a 1- mi cr o n s p ot f or F- C M T m e as ur e m e nts of s e e ds. S e e ds 7 8 2  

w er e m o u nt e d t o a q u art z p ost t h at i nt erf a c es wit h a H u b er g o ni o m et er h e a d o n a r ot ati o n st a g e 7 8 3  

att a c h e d t o a f ast-s c a n ni n g tr a nsl ati o n st a g e. F- C M T i m a g es w er e a c q uir e d at t h e s e e d c e nt er b y 7 8 4  

r ot ati n g a n d tr a nsl ati n g t h e s p e ci m e n i n t h e mi cr o b e a m w hil e r e c or di n g t h e fl u or es c e n c e 7 8 5  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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2 7  

 2 7  

i nt e nsiti es wit h a Hit a c hi 4- el e m e nt V ort e x S D D c o u pl e d t o Q u a nt u m D et e ct ors Xs pr ess 3 7 8 6  

el e ctr o ni cs.  F- C M T d at a w er e c oll e ct e d usi n g 0. 7 5 – 3. 0 - d e gr e e a n g ul ar st e ps, 2 – 8 µ m 7 8 7  

tr a nsl ati o n st e ps a n d 5 0 ms d w ell ti m e. T o m o gr a p hi c i m a g e r e c o nstr u cti o ns usi n g a c o n v e nti o n al 7 8 8  

filt er e d b a c k pr oj e cti o n al g orit h m w er e pr o c ess e d usi n g t o m o- P y pl u gi n t o G S E M a p vi e w er i n 7 8 9  

t h e L A R C H p a c k a g e ( N e w vill e, 2 0 1 3).  T h e i m a g e i nt e nsit y s c al e f or m ut a nt li n es w as a dj ust e d 7 9 0  

t o m at c h t h e wil d t y p e c o ntr ol.  7 9 1  

 7 9 2  

C o p p e r U pt a k e i n X e n o p us l a e vis O o c yt es 7 9 3  

T h e b as al u pt a k e s ol uti o n c o nsi st e d of a m o difi e d N D 9 6 s ol uti o n c o nt ai ni n g 9 6 m M N a Cl, 1 m M 7 9 4  

K Cl, 0. 9 m M C a Cl 2 , b uff er e d wit h 5 m M 2-( N- m or p h oli n o) et h a n es ulf o ni c a ci d/ N a O H t o p H 6. 0, 7 9 5  

as pr e vi o us st u di es d et er mi n e d t h es e c o n diti o ns w er e s uit a bl e t o mi ni mi z e e n d o g e n o us tr a ns p ort 7 9 6  

i n o o c yt es ( Z h ai et al., 2 0 1 4). T h e u pt a k e s ol uti o n w as s u p pl e m e nt e d wit h 1 0 0 µ M C u- N A or 7 9 7  

1 0 0 µ M C u S O 4 . E a c h s a m pl e c o nt ai n e d 8 – 1 0 o o c yt es, wit h 5 r e pli c at es p er d at a p oi nt. At a 7 9 8  

gi v e n ti m e p oi nt, t h e u pt a k e w as t er mi n at e d b y w as hi n g o o c yt es si x c o ns e c uti v e ti m es wit h a n 7 9 9  

i c e- c ol d b as al u pt a k e s ol uti o n. O o c yt es w er e c oll e ct e d a n d s a m pl es w er e di g est e d i n 1 0 0 µ L of 8 0 0  

7 0 % H Cl O 4, r e-s us p e n d e d i n 5 ml of 0. 1 M nitri c a ci d, a n d a n al y z e d usi n g i n d u cti v el y c o u pl e d 8 0 1  

pl as m a m ass s p e ctr o m etr y ( S ci e x I C P- M S).  8 0 2  

 8 0 3  

F u n cti o n al C o m pl e m e nt ati o n Ass a ys i n S a c c h ar o m y c es c er e visi a e . 8 0 4  

S. c er e visi a e  S E Y 6 2 1 0 (M A T a ur a 3- 5 2 l e u 2- 3 ,-1 1 2 his 3 Δ 2 0 0 tr p 1 Δ 9 0 1 l ys 2- 8 0 1 s u c 2 Δ 9 ) wil d 8 0 5  

t y p e a n d t h e ctr 1 Δ c tr 2Δ ctr 3 Δ tri pl e m ut a nt ( M A T a ur a 3 -5 2  his 3 Δ 2 0 0 tr p 1 -9 0 1 ctr 1 ::ur a 3 ::K nr 8 0 6  

ctr 2 ::HI S 3 ctr 3 ::T R P 1 ) w er e us e d f or f u n cti o n al c o m pl e m e nt ati o n ass a ys. Y E S 3 -G at e -O P T 3  8 0 7  

c o nstr u ct or Y E S 3 -G at e  l a c ki n g t h e c D N A i ns ert w er e tr a nsf or m e d i nt o a p pr o pri at e y e ast li n e 8 0 8  

usi n g t h e Fr o z e n -E Z Y e ast Tr a nsf or m ati o n I I kit ( Z y m o R es e ar c h). Tr a nsf or m a nts w er e s el e ct e d 8 0 9  

f or ur a cil pr ot otr o p h y o n Y N B m e di u m c o nt ai ni n g 6. 7 % ( w/ v) y e ast nitr o g e n b as e wit h o ut a mi n o 8 1 0  

a ci ds ( Dif c o), 0. 7 7 % ( w/ v) C S M -U R A, 0. 5 % ( w/ v) N a Cl, 2 % gl u c os e, 2 % ( w/ v) a g ar.   8 1 1  

F u n cti o n al c o m pl e m e nt ati o n ass a ys i n cl u d e d a n al ys es of t h e r es pir ati o n c o m p et e n c e a n d 8 1 2  

c o p p er a c c u m ul ati o n i n y e ast c ells as d es cri b e d (J u n g et al., 2 0 1 2). S p e cifi c all y, t h e  r es pirati o n 8 1 3  

c o m p et e n c e  of diff er e nt c ell li n es w as t e st e d b y t h e a bi lit y of c ells t o gr o w o n n o n-f er m e nt a bl e 8 1 4  

c ar b o n s o ur c es  ( D a n cis et al., 1 9 9 4). T o d o s o, diff er e nt c ell li n es tr a nsf or m e d wit h Y E S 3 -G at e  8 1 5  

wit h or wit h o ut O P T 3 c D N A i ns ert w er e gr o w n i n li q ui d Y N B -U R A t o a n O D 6 0 0 n m  = 1. 0, 8 1 6  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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2 8  

 2 8  

s eri all y 1 0-f ol d dil ut e d, a n d s p ott e d o nt o Y P E G m e di u m c o nt ai ni n g 1 % ( w/ v) y e ast e xtr a ct, 2 % 8 1 7  

( w/ v) b a ct o-p e pt o n e, 3 % ( v/ v) gl y c er ol, 2 % ( v/ v) et h a n ol, a n d 2 % ( w/ v) a g ar a n d t h e i n di c at e d 8 1 8  

c o n c e ntr ati o ns of C u S O 4 . Pl at es w er e i n c u b at e d f or 3 d a ys at 3 0 ° C.  8 1 9  

T o a n al y z e c o p p er a c c u m ul ati o n, diff er e nt y e ast li n es w er e gr o w n t o e x p o n e nti al l o g 8 2 0  

p h as e i n li q ui d Y N B m e di a d es cri b e d a b o v e. A n ali q u ot ( 1 5 0 µl) of t h e o v er ni g ht gr o w n c ult ur e 8 2 1  

w as i n o c ul at e d i nt o 2 0 ml of t h e fr es h Y N B m e di a wit h 4 0 µ g/ L C u S O 4  a n d c ells w er e gr o w n at 8 2 2  

3 0 o C. Aft er 2 4 h, c ells w er e c oll e ct e d b y c e ntrif u g ati o n, w as h e d wit h d ei o ni z e d w at er b ef or e 8 2 3  

c o p p er w as d es or b e d fr o m y e ast c ell w all f oll o w e d b y w as hi n gs i n d es or bi n g b uff er c o nt ai ni n g 8 2 4  

1 m M E D T A a n d 1 0 0 µ M of a c o p p er c h el at or, b at h o c u pr oi n e dis ulf o n at e B C S, p H 8. 0. C ells 8 2 5  

w er e t h e n w as h e d t w o m or e ti m es i n d e-i o ni z e d w at er a n d c oll e ct e d b y c e ntrif u g ati o n. T h e c ell 8 2 6  

p ell et w as dri e d, di g est e d b y h e ati n g wit h a c o m bi n ati o n of p urifi e d c o n c e ntr at e d nitri c a n d 8 2 7  

p er c hl ori c a ci ds, a n d fi n all y diss ol v e d i n 1 0 ml of 5 % nitri c a ci d. T h e c o n c e ntr ati o n of c o p p er i n 8 2 8  

pr o c ess e d y e ast c ells w as a n al y z e d b y i n d u cti v el y c o u pl e d pl as m a m ass s p e ctr os c o p y (I C P- M S; 8 2 9  

A gil e nt 7 5 0 0). 8 3 0  

 8 3 1  

C oll e cti o n a n d A n al ysi s of P hl o e m S a p 8 3 2  

P hl o e m s a p w as c oll e ct e d fr o m wil d t y p e a n d o pt 3- 3  m ut a nt pl a nts gr o w n h y dr o p o ni c all y at t h e 8 3 3  

l at e v e g et ati v e st a g e as d es cri b e d ( Z h ai et al., 2 0 1 4). Bri efl y, l e af n u m b ers 9 a n d 1 0 c oll e ct e d 8 3 4  

fr o m o n e pl a nt w er e p o ol e d t o g et h er, a n d t h e x yl e m s a p w as fl as h e d b y pl a ci n g t h e p eti ol es i n a 8 3 5  

t u b e fill e d wit h 3 0 0 µ L of d ei o ni z e d w at er a n d i n c u b at e d i n a n ill u mi n at e d gr o wt h c h a m b er f or 8 3 6  

1 5 mi n f oll o w e d b y f urt h er i n c u b ati o n i n d ar k n ess f or 1 h. T h e p eti ol es w er e t h e n r e c ut i n 5 m M 8 3 7  

N a 2 - E D T A ( p H 7. 5) u n d er l o w li g ht b ef or e pl a ci n g t h e p eti ol es i n 2 5 0 µ L of 5 m M N a 2 - E D T A 8 3 8  

( p H 7. 5). L e a v es w er e t h e n i n c u b at e d i n d ar k n ess f or 1 h i n a hi g h- h u mi dit y c h a m b er li n e d wit h 8 3 9  

w et p a p er t o w els a n d s e al e d wit h V as eli n e. S a m pl es w er e dil ut e d wit h 5 m L of 5 % H N O 3  f or 8 4 0  

s u bs e q u e nt d et e cti o n of K or C u b y I C P- M S. 8 4 1  

  8 4 2  

St atisti c al a n al ysi s 8 4 3  

St atisti c al a n al ys es of e x p eri m e nt al d at a w er e p erf or m e d usi n g t h e A N O V A si n gl e-f a ct or 8 4 4  

a n al ysis a n d T u k e y H S D usi n g J M P ®  Pr o 1 4 ( S A S I nstit ut e I n c., C ar y, N C, 1 9 8 9- 2 0 0 7). 8 4 5  

  8 4 6  

A c c essi o n n u m b e rs 8 4 7  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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2 9  

 2 9  

S e q u e n c e d at a of t h e g e n es fr o m t hi s arti cl e c a n b e f o u n d i n t h e Ar a bi d o psis G e n o m e I niti ati v e 8 4 8  

or G e n B a n k/ E M B L d at a b as es u n d er t h e f oll o wi n g a c c essi o n n u m b ers: O P T 3 ( A T 4 G 1 6 3 7 0), 8 4 9  

CI T F 1 ( A T 1 G 7 1 2 0 0), F R O 4  ( A T 5 G 2 3 9 8 0), F R O 5 ( A T 5 G 2 3 9 9 0), C O P T 1  ( A T 5 G 5 9 0 3 0), 8 5 0  

C O P T 2  ( A T 3 G 4 6 9 0 0), Y S L 1  ( A T 4 G 2 4 1 2 0), Y S L 2  ( A T 5 G 2 4 3 8 0), Y S L 3  ( A T 5 G5 3 5 5 0), C S D 1 8 5 1  

( A T 1 G 0 8 8 3 0), C S D 2  ( A T 2 G 2 8 1 9 0), I R T 1 ( A T 4 G1 9 6 9 0), F R O 2  ( A T 1 G 0 1 5 8 0), F R O 6 8 5 2  

( A T 5 G 4 9 7 3 0), F R O 7  ( A T 5 G 4 9 7 4 0), F S D 1  ( A T 4 G 2 5 1 0 0), A R P N ( A T 2 G 0 2 8 5 0), B C B  8 5 3  

( A T 5 G 2 0 2 3 0), C C S 1  ( A T 1 G 1 2 5 2 0), U C C 2  ( A T 2 G4 4 7 9 0), F E R 1  ( A T 5 G 0 1 6 0 0), F E R 3  8 5 4  

( A T 3 G 6 5 0 9 0), F E R 4 ( A T 2 G 4 0 3 0 0), ZI P 2 ( A T 5 G 5 9 5 2 0), b H L H 2 3 ( A T 4 G 2 8 7 9 0), T C H 4 8 5 5  

(A T 5 G 5 7 5 6 0 ), B T S L 1 (A T 1 G 7 4 7 7 0 ), Z A T 1 2 (A T 5 G 5 9 8 2 0 ), F E P 2/I M A 2  (A T 1 G 4 7 3 9 5 ), 8 5 6  

F E P 1/I M A 3 (A T 2 G 3 0 7 6 6 ), I R E G 2/ F P N 2 (A T 5 G 0 3 5 7 0 ), V T L 1 (A T 1 G 2 1 1 4 0 ), V T L 2 8 5 7  

(A T 1 G 7 6 8 0 0 ), V T L 5 ( A T 3 G 2 5 1 9 0), N A S 3 (A T 1 G 0 9 2 4 0 ), P E T E 2 (A T 1 G 2 0 3 4 0 ), M T 1 B 8 5 8  

(A T 5 G 5 6 7 9 5 ), N R T 2. 7 (A T 5 G 1 4 5 7 0 ), M T 1 B  (A T 5 G 5 6 7 9 5 ), M T 1 A (A T 1 G 0 7 6 0 0 ), M T 2 A 8 5 9  

(A T 3 G 0 9 3 9 0 ), A T 2 G 4 7 0 1 0, A T 4 G 1 0 5 0 0, At 1 G 3 1 7 1 0, At 1 G 3 2 3 5 0, At 5 G 0 2 6 7 0, a n d At 5 g 0 5 2 5 0 . 8 6 0  

 8 6 1  

A ut h o r C o nt ri b uti o ns a n d A c k n o wl e d g e m e nt s: 8 6 2  

J- C. C. a n d O. K. V. d esi g n e d e x p eri m e nts; all a ut h ors c o ntri b ut e d t o diff er e nt e x p eri m e nts 8 6 3  

pr es e nt e d i n t hi s m a n us cri pt. J. C. a n d O. K. V. wr ot e t h e m a n us cri pt wit h c o ntri b uti o n fr o m all 8 6 4  

a ut h ors. W e t h a n k M ar y L o u G u eri n ot ( D art m o ut h, U S A) f or pr o vi di n g s e e d of t h e fit-2  m ut a nt 8 6 5  

a n d f or c o nstr u cti v e c o m m e nts o n t h e m a n us cri pt. W e t h a n k a f or m er m e m b er of t h e 8 6 6  

V at a m a ni u k l a b, N a n dit h a Vi m al a k u m ari f or h er c o ntri b uti o n t o Fi g ur e 4 a n d all c urr e nt l a b 8 6 7  

m e m b ers f or c o nstr u cti v e c o m m e nts o n t h e m a n u s cri pt. W e t h a n k Dr. J o h n Gr a z ul at t h e C or n ell 8 6 8  

C e nt er f or M at eri als R es e ar c h ( C C M R)  f or assisti n g i n pr e p ar ati o n s a m pl es f or 2 D- C X R F. T h e 8 6 9  

C C M R f a cilit y is s u p p ort e d b y t h e N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n u n d er A w ar d N u m b er D M R-8 7 0  

1 7 1 9 8 7 5.  P art s of t hi s r es e ar c h us e d t h e X F M a n d S R X  B e a mli n es of t h e N ati o n al S y n c hr otr o n 8 7 1  

Li g ht S o ur c e II, a U. S. D e p art m e nt of E n er g y ( D O E) Offi c e of S ci e n c e Us er F a cilit y o p er at e d 8 7 2  

f or t h e D O E Offi c e of S ci e n c e b y Br o o k h a v e n N ati o n al L a b or at or y u n d er C o ntr a ct N o. D E-8 7 3  

S C 0 0 1 2 7 0 4. T his w or k is b as e d u p o n r es e ar c h c o n d u ct e d at t h e C or n ell Hi g h E n er g y 8 7 4  

S y n c hr otr o n S o ur c e ( C H E S S) , w hi c h d uri n g t h e p eri o d of r es e ar c h w as s u p p ort e d b y t h e 8 7 5  

N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n u n d er a w ar d D M R -1 3 3 2 2 0 8; t h e C e nt er f or Hi g h E n er g y X -r a y 8 7 6  

S ci e n c es ( C H E X S) is pr es e ntl y s u p p ort e d b y t h e N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n u n d er a w ar d 8 7 7  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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3 0  

 3 0  

D M R -1 8 2 9 0 7 0. T his st u d y w as f u n d e d b y N S F -I O S # 1 6 5 6 3 2 1 t o O. K. V. a n d N S F -I O S 8 7 8  

# 1 7 5 4 9 6 6 t o E.  W ., O. K.  V . a n d M.  P . 8 7 9  

 8 8 0  

R ef e r e n c es 8 8 1  

A g y e m a n- B u d u D N, C h o u d h ur y S, C o ult h ar d I, G or d o n R, H alli n E, W oll A R ( 2 0 1 6) 8 8 2  

G er m a ni u m C olli m ati n g mi cr o- C h a n n el Arr a ys F or Hi g h R es ol uti o n, Hi g h E n er g y 8 8 3  

C o nf o c al X-r a y Fl u or es c e n c e Mi cr os c o p y. I c x o m 2 3: I nt er n ati o n al C o nf er e n c e o n X- R a y 8 8 4  

O pti cs a n d Mi cr o a n al ysis 1 7 6 4 8 8 5  

Al e x a n d er S P H, K ell y E, M at hi e A, P et ers J A, V e al e E L, Ar mstr o n g J F, F a c c e n d a E, H ar di n g 8 8 6  

S D, P a ws o n AJ, S h ar m a n J L, et al. ( 2 0 1 9) T H E C O N CI S E G UI D E T O 8 8 7  

P H A R M A C O L O G Y 2 0 1 9/ 2 0: Tr a ns p ort ers. Britis h J o ur n al of P h ar m a c ol o g y 1 7 6: S 3 9 7-8 8 8  

S 4 9 3 8 8 9  

Ar a ki R, M er m o d M, Y a m as a ki H, K a mi y a T, F uji w ar a T, S hi k a n ai T ( 2 0 1 8) S P L 7 l o c all y 8 9 0  

r e g ul at es c o p p er- h o m e ost asis-r el at e d g e n es i n Ar a bi d o psis. J Pl a nt P h ysi ol 2 2 4- 2 2 5: 1 3 7-8 9 1  

1 4 3 8 9 2  

B as hir K, Is hi m ar u Y, It ai R N, S e n o ur a T, T a k a h as hi M, A n G, Oi k a w a T, U e d a M, S at o A, 8 9 3  

U o z u mi N, et al. ( 2 0 1 5) Ir o n d efi ci e n c y r e g ul at e d Os O P T 7 i s ess e nti al f or ir o n 8 9 4  

h o m e ost asi s i n ri c e. Pl a nt M ol e c ul ar Bi ol o g y 8 8: 1 6 5- 1 7 6 8 9 5  

B a xt er I R, Vit e k O, L a h n er B, M ut h u k u m ar B, B or g hi M, M orriss e y J, G u eri n ot M L, S alt D E 8 9 6  

( 2 0 0 8) T h e l e af i o n o m e as a m ulti v ari a bl e s yst e m t o d et e ct a pl a nt's p h ysi ol o gi c al st at us. 8 9 7  

Pr o c e e di n gs of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es 1 0 5: 1 2 0 8 1- 1 2 0 8 6 8 9 8  

B e nj a mi ni Y, H o c h b er g Y ( 1 9 9 5) C o ntr olli n g t h e F als e Dis c o v er y R at e: A Pr a cti c al a n d 8 9 9  

P o w erf ul A p pr o a c h t o M ulti pl e T esti n g. J o ur n al of t h e R o y al St atisti c al S o ci et y. S eri es B 9 0 0  

( M et h o d ol o gi c al) 5 7: 2 8 9- 3 0 0 9 0 1  

B er n al M, C as er o D, Si n g h V, Wil s o n G T, Gr a n d e A, Y a n g H, D o d a ni S C, P ell e gri ni M, H uijs er 9 0 2  

P, C o n n oll y E L, et al. ( 2 0 1 2) Tr a ns cri pt o m e s e q u e n ci n g i d e ntifi es S P L 7-r e g ul at e d c o p p er 9 0 3  

a c q ui siti o n g e n es F R O 4/ F R O 5 a n d t h e c o p p er d e p e n d e n c e of ir o n h o m e ost asi s i n 9 0 4  

Ar a bi d o psis. Pl a nt C ell 2 4: 7 3 8- 7 6 1 9 0 5  

B er n al M, C as er o D, Si n g h V, Wil s o n G T, Gr a n d e A, Y a n g H, D o d a ni S C, P ell e gri ni M, H uijs er 9 0 6  

P, C o n n oll y E L, et al. ( 2 0 1 2) Tr a ns cri pt o m e S e q u e n ci n g I d e ntifi es S P L 7- R e g ul at e d 9 0 7  

C o p p er A c q uisiti o n G e n es F R O 4/ F R O 5 a n d t h e C o p p er D e p e n d e n c e of Ir o n H o m e ost asi s 9 0 8  

i n Ar a bi d o psis. T h e Pl a nt C ell O nli n e 2 4: 7 3 8- 7 6 1 9 0 9  

B er n al M, C as er o D, Si n g h V, Wil s o n G T, Gr a n d e A, Y a n g H, D o d a ni S C, P ell e gri ni M, H uijs er 9 1 0  

P, C o n n oll y E L, et al. ( 2 0 1 2) Tr a ns cri pt o m e S e q u e n ci n g I d e ntifi es S P L 7 - R e g ul at e d 9 1 1  

C o p p er A c q uisiti o n G e n es  F R O 4 F R O 5 a n d t h e C o p p er D e p e n d e n c e of Ir o n 9 1 2  

H o m e ost asi s i n  Ar a bi d o psis T h e Pl a nt C ell 2 4: 7 3 8- 7 6 1 9 1 3  

B O G S J, B O U R B O U L O U X A, C A G N A C O, W A C H T E R A, R A U S C H T, D E L R O T S ( 2 0 0 3) 9 1 4  

F u n cti o n al c h ar a ct eri z ati o n a n d e x pr essi o n a n al ysis of a gl ut at hi o n e tr a ns p ort er, Bj G T 1, 9 1 5  

fr o m Br assi c a j u n c e a: e vi d e n c e f or r e g ul ati o n b y h e a v y m et al e x p os ur e. Pl a nt, C ell & 9 1 6  

E n vir o n m e nt 2 6: 1 7 0 3- 1 7 1 1 9 1 7  

Br o a dl e y M, Br o w n P, C a k m a k I, R e n g el Z, Z h a o F ( 2 0 1 2) C h a pt er 7 - F u n cti o n of N utri e nts: 9 1 8  

Mi cr o n utri e nts A 2 - M ars c h n er, P etr a. I n M ars c h n er's Mi n er al N utriti o n of Hi g h er Pl a nts 9 1 9  

( T hir d E diti o n). A c a d e mi c Pr ess, S a n Di e g o, p p 1 9 1- 2 4 8 9 2 0  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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B ur k h e a d J L, G o g oli n R e y n ol ds K A, A b d el- G h a n y S E, C o h u C M, Pil o n M ( 2 0 0 9) C o p p er 9 2 1  

h o m e ost asi s. N e w P h yt ol o gist 1 8 2: 7 9 9- 8 1 6 9 2 2  

C a g n a c O, B o ur b o ul o u x A, C h a kr a b art y D, Z h a n g M Y, D elr ot S ( 2 0 0 4) At O P T 6 tr a ns p orts 9 2 3  

gl ut at hi o n e d eri v ati v es a n d is i n d u c e d b y pri mis ulf ur o n. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 3 5: 1 3 7 8-9 2 4  

1 3 8 7 9 2 5  

C h a n g CJ ( 2 0 1 5) S e ar c hi n g f or h ar m o n y i n tr a nsiti o n- m et al si g n ali n g. N at C h e m Bi ol 1 1: 7 4 4-9 2 6  

7 4 7 9 2 7  

C h e n C, G al o n Y, R a h m ati Is h k a M, M ali hi S, S hi m a n o vs k y V, T wit o S, R at h A, V at a m a ni u k 9 2 8  

O K, Mill er G ( 2 0 2 0) A S C O R B A T E P E R O XI D A S E 6 d el a ys t h e o ns et of a g e- d e p e n d e nt 9 2 9  

l e af s e n es c e n c e. Pl a nt P h ysi ol o g y  9 3 0  

C ol a n g el o E P, G u eri n ot M L ( 2 0 0 4) T h e ess e nti al b asi c h eli x-l o o p- h eli x pr ot ei n FI T 1 is r e q uir e d 9 3 1  

f or t h e ir o n d efi ci e n c y r es p o ns e. Pl a nt C ell 1 6: 3 4 0 0- 3 4 1 2 9 3 2  

C ui Y, C h e n C L, C ui M, Z h o u WJ, W u H L, Li n g H Q ( 2 0 1 8) F o ur I V a b H L H Tr a ns cri pti o n 9 3 3  

F a ct ors Ar e N o v el I nt er a ct ors of FI T a n d M e di at e J A I n hi biti o n of Ir o n U pt a k e i n 9 3 4  

Ar a bi d o psis. M ol Pl a nt 1 1: 1 1 6 6- 1 1 8 3 9 3 5  

D a n cis A, H ail e D, Y u a n D S, Kl a us n er R D ( 1 9 9 4) T h e S a c c h ar o m y c es c er e visi a e c o p p er 9 3 6  

tr a ns p ort pr ot ei n ( Ctr 1 p). Bi o c h e mi c al c h ar a ct eri z ati o n, r e g ul ati o n b y c o p p er, a n d 9 3 7  

p h ysi ol o gi c r ol e i n c o p p er u pt a k e. J Bi ol C h e m 2 6 9: 2 5 6 6 0- 2 5 6 6 7 9 3 8  

E pst ei n E, Bl o o m A ( 2 0 0 5) Mi n er al n utriti o n of pl a nts: pri n ci pl es a n d p ers p e cti v es, 2 n d e ds. 9 3 9  

S u n d erl a n d, M ass Si n a ur: 2 9 2- 3 0 5 9 4 0  

G a o F, R o b e K, B ett e m b o ur g M, N a v arr o N, R ofi d al V, S a nt o ni V, G a y m ar d F, Vi g n ols F, 9 4 1  

R os c h ztt ar dt z H, I z q ui er d o E, et al. ( 2 0 2 0) T h e Tr a ns cri pti o n F a ct or b H L H 1 2 1 I nt er a cts 9 4 2  

wit h b H L H 1 0 5 (I L R 3) a n d Its Cl os est H o m ol o gs t o R e g ul at e Ir o n H o m e o st a sis i n 9 4 3  

Ar a bi d o psis. Pl a nt C ell 3 2: 5 0 8- 5 2 4 9 4 4  

G ar ci a MJ, R o m er a FJ, St a c e y M G, St a c e y G, Vill ar E, Al c a nt ar a E, P er e z- Vi c e nt e R ( 2 0 1 3) 9 4 5  

S h o ot t o r o ot c o m m u ni c ati o n is n e c ess ar y t o c o ntr ol t h e e x pr essi o n of ir o n- a c q ui siti o n 9 4 6  

g e n es i n Str at e g y I pl a nts. Pl a nt a 2 3 7: 6 5- 7 5 9 4 7  

G a y o m b a S R, J u n g H-i, Y a n J, D a n k u J, R ut z k e M A, B er n al M, Kr a m er U, K o c hi a n L V, S alt 9 4 8  

D E, V at a m a ni u k O K ( 2 0 1 3) T h e C T R/ C O P T- d e p e n d e nt c o p p er u pt a k e a n d S P L 7-9 4 9  

d e p e n d e nt c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns es ar e r e q uir e d f or b as al c a d mi u m t ol er a n c e i n A. 9 5 0  

t h ali a n a. M et all o mi cs 5: 1 2 6 2- 1 2 7 5 9 5 1  

G a y o m b a S R, J u n g HI, Y a n J, D a n k u J, R ut z k e M A, B er n al M, Kr a m er U, K o c hi a n L V, S alt D E, 9 5 2  

V at a m a ni u k O K ( 2 0 1 3) T h e C T R/ C O P T- d e p e n d e nt c o p p er u pt a k e a n d S P L 7- d e p e n d e nt 9 5 3  

c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns es ar e r e q uir e d f or b as al c a d mi u m t ol er a n c e i n A. t h ali a n a. 9 5 4  

M et all o mi cs 5: 1 2 6 2- 1 2 7 5  9 5 5  

G a y o m b a S R, Z h ai Z, J u n g HI, V at a m a ni u k O K ( 2 0 1 5) L o c al a n d s yst e mi c si g n ali n g of ir o n 9 5 6  

st at us a n d its i nt er a cti o ns wit h h o m e ost a sis of ot h er ess e nti al el e m e nts. Fr o nt Pl a nt S ci 6: 9 5 7  

7 1 6 9 5 8  

Grill et L, L a n P, Li W, M o k k a p ati G, S c h mi dt W ( 2 0 1 8) I R O N M A N is a u bi q uit o us f a mil y of 9 5 9  

p e pti d es t h at c o ntr ol ir o n tr a ns p ort i n pl a nts. N at Pl a nt s 4: 9 5 3- 9 6 3 9 6 0  

H a J H, D o g u er C, W a n g X, Fl or es S R, C olli ns J F ( 2 0 1 6) Hi g h-Ir o n C o ns u m pti o n I m p airs 9 6 1  

Gr o wt h a n d C a us es C o p p er- D efi ci e n c y A n e mi a i n W e a nli n g S pr a g u e- D a wl e y R ats. 9 6 2  

P L o S O n e 1 1: e 0 1 6 1 0 3 3 9 6 3  

Hir a y a m a T, L ei GJ, Y a m aji N, N a k a g a w a N, M a J F ( 2 0 1 8) T h e P ut ati v e P e pti d e G e n e F E P 1 9 6 4  

R e g ul at es Ir o n D efi ci e n c y R es p o ns e i n Ar a bi d o psis. Pl a nt C ell P h ysi ol 5 9: 1 7 3 9- 1 7 5 2 9 6 5  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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J ai n A, Wil s o n G, C o n n oll y E ( 2 0 1 4) T h e di v ers e r ol es of F R O f a mil y m et all or e d u ct as es i n ir o n 9 6 6  

a n d c o p p er h o m e ost asi s. Fr o nti ers i n Pl a nt S ci e n c e 5 9 6 7  

J e o n g J, M er k o vi c h A, Cl y n e M, C o n n oll y E L ( 2 0 1 7) Dir e cti n g ir o n tr a ns p ort i n di c ots: 9 6 8  

r e g ul ati o n of ir o n a c q ui siti o n a n d tr a nsl o c ati o n. C urr O pi n Pl a nt Bi ol 3 9: 1 0 6- 1 1 3 9 6 9  

Ji a n g A, G u o Z, P a n J, Z h u a n g Y, Z u o D, H a o C, G a o Z, Xi n P, C h u J, Z h o n g S, et al. ( 2 0 2 0) 9 7 0  

T h e PI F 1- MI R 4 0 8- Pl a nt a c y a ni n  R e pr essi o n C as c a d e R e g ul at es Li g ht D e p e n d e nt S e e d 9 7 1  

G er mi n ati o n. bi o R xi v: 2 0 2 0. 2 0 0 7. 2 0 2 0. 2 1 2 3 4 0 9 7 2  

J o u n g J- G, C or b ett A M, F ell m a n S M, Ti e m a n D M, Kl e e HJ, Gi o v a n n o ni JJ, F ei Z ( 2 0 0 9) Pl a nt 9 7 3  

M et G e n M A P: A n I nt e gr ati v e A n al ysis S yst e m f or Pl a nt S yst e ms Bi ol o g y. Pl a nt 9 7 4  

P h ysi ol o g y 1 5 1: 1 7 5 8- 1 7 6 8 9 7 5  

J u n g H-i, G a y o m b a S R, R ut z k e M A, Cr aft E, K o c hi a n L V, V at a m a ni u k O K ( 2 0 1 2) C O P T 6 is a 9 7 6  

pl as m a m e m br a n e tr a ns p ort er t h at f u n cti o ns i n c o p p er h o m e o st a sis i n Ar a bi d o psis a n d is 9 7 7  

a n o v el t ar g et of S Q U A M O S A pr o m ot er- bi n di n g pr ot ei n-li k e 7. T h e J o ur n al of bi ol o gi c al 9 7 8  

c h e mistr y 2 8 7: 3 3 2 5 2- 3 3 2 6 7 9 7 9  

J u n g HI, G a y o m b a S R, R ut z k e M A, Cr aft E, K o c hi a n L V, V at a m a ni u k O K ( 2 0 1 2) C O P T 6 is a 9 8 0  

pl as m a m e m br a n e tr a ns p ort er t h at f u n cti o ns i n c o p p er h o m e o st a sis i n Ar a bi d o psis  a n d is 9 8 1  

a n o v el t ar g et of S Q U A M O S A pr o m ot er- bi n di n g pr ot ei n-li k e 7. J Bi ol C h e m 2 8 7: 3 3 2 5 2-9 8 2  

3 3 2 6 7 9 8 3  

K ast o ori R a m a m urt h y R, Xi a n g Q, Hsi e h EJ, Li u K, Z h a n g C, W at ers B M ( 2 0 1 8) N e w as p e ct s 9 8 4  

of ir o n- c o p p er cr osst al k u n c o v er e d b y tr a ns cri pt o mi c c h ar a ct eri z ati o n of C ol- 0 a n d t h e 9 8 5  

c o p p er u pt a k e m ut a nt s pl 7 i n Ar a bi d o psis t h ali a n a. M et all o mi cs 1 0: 1 8 2 4- 1 8 4 0 9 8 6  

K h a n M A, C astr o- G u err er o N A, M cI nt urf S A, N g u y e n N T, D a m e A N, W a n g J, Bi n d b e ut el R K, 9 8 7  

J os hi T, J uriss o n S S, N usi n o w D A, et al. ( 2 0 1 8) C h a n g es i n ir o n a v ail a bilit y i n 9 8 8  

Ar a bi d o psis ar e r a pi dl y s e ns e d i n t h e l e af v as c ul at ur e a n d i m p air e d s e nsi n g l e a ds t o 9 8 9  

o p p osit e tr a ns cri pti o n al pr o gr a ms i n l e a v es a n d r o ots. Pl a nt, C ell & E n vir o n m e nt 4 1: 9 9 0  

2 2 6 3- 2 2 7 6 9 9 1  

K h a n M A, C astr o- G u err er o N A, M cI nt urf S A, N g u y e n N T, D a m e A N, W a n g J, Bi n d b e ut el R K, 9 9 2  

J os hi T, J uriss o n S S, N usi n o w D A, et al. ( 2 0 1 8) C h a n g es i n ir o n a v ail a bilit y i n 9 9 3  

Ar a bi d o psis ar e r a pi dl y s e ns e d i n t h e l e af v as c ul at ur e a n d i m p air e d s e nsi n g l e a ds t o 9 9 4  

o p p osit e tr a ns cri pti o n al pr o gr a ms i n l e a v es a n d r o ots. Pl a nt C ell E n vir o n 4 1: 2 2 6 3- 2 2 7 6 9 9 5  

Ki m S A, L a Cr oi x I S, G er b er S A, G u eri n ot M L ( 2 0 1 9) T h e ir o n d efi ci e n c y r es p o ns e i n 9 9 6  

Ar a bi d o psis t h ali a n a  r e q uir es t h e p h os p h or yl at e d tr a ns cri pti o n f a ct or U RI. Pr o c e e di n gs 9 9 7  

of t h e N ati o n al A c a d e m y of S ci e n c es 1 1 6: 2 4 9 3 3- 2 4 9 4 2 9 9 8  

Ki m S A, P u ns h o n T, L a n zir otti A, Li L, Al o ns o J M, E c k er J R, K a pl a n J, G u eri n ot M L ( 2 0 0 6) 9 9 9  

L o c ali z ati o n of Ir o n i n < e m > Ar a bi d o psis </ e m > S e e d R e q uir es t h e V a c u ol ar M e m br a n e 1 0 0 0  

Tr a ns p ort er VI T 1. S ci e n c e 3 1 4: 1 2 9 5- 1 2 9 8 1 0 0 1  

Kl e v a y L M ( 2 0 0 1) Ir o n o v erl o a d c a n i n d u c e mil d c o p p er d efi ci e n c y. J Tr a c e El e m M e d Bi ol 1 4: 1 0 0 2  

2 3 7- 2 4 0 1 0 0 3  

K o b a y as hi T ( 2 0 1 9) U n d erst a n di n g t h e C o m pl e xit y of Ir o n S e nsi n g a n d Si g n ali n g C as c a d es i n 1 0 0 4  

Pl a nt s. Pl a nt C ell P h ysi ol 6 0: 1 4 4 0- 1 4 4 6  1 0 0 5  

Kr o h G E, Pil o n M ( 2 0 2 0) Mi cr o n utri e nt h o m e ost asi s a n d c hl or o pl ast ir o n pr ot ei n e x pr essi o n is 1 0 0 6  

l ar g el y m ai nt ai n e d i n a c hl or o pl ast c o p p er tr a ns p ort er m ut a nt. F u n ct Pl a nt Bi ol 4 7: 1 0 4 1-1 0 0 7  

1 0 5 2 1 0 0 8  

K u m ar R K, C h u H- H, A b u n dis C, V as q u es K, R o dri g u e z D C, C hi a J- C, H u a n g R, V at a m a ni u k 1 0 0 9  

O K, W al k er E L ( 2 0 1 7) Ir o n- Ni c oti a n a mi n e Tr a ns p ort ers Ar e R e q uir e d f or Pr o p er L o n g 1 0 1 0  

Dist a n c e Ir o n Si g n ali n g  Pl a nt P h ysi ol o g y 1 7 5: 1 2 5 4- 1 2 6 8 1 0 1 1  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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K u m ar R K, C h u H H, A b u n dis C, V as q u es K, R o dri g u e z D C, C hi a J C, H u a n g R, V at a m a ni u k 1 0 1 2  

O K, W al k er E L ( 2 0 1 7) Ir o n- Ni c oti a n a mi n e Tr a ns p ort ers Ar e R e q uir e d f or Pr o p er L o n g 1 0 1 3  

Dist a n c e Ir o n Si g n ali n g. Pl a nt P h ysi ol 1 7 5: 1 2 5 4- 1 2 6 8 1 0 1 4  

K urt F ( 2 0 2 1) A n I nsi g ht i nt o Oli g o p e pti d e Tr a ns p ort er 3 ( O P T 3) F a mil y Pr ot ei ns. Pr ot ei n a n d 1 0 1 5  

P e pti d e L ett ers 2 8: 4 3- 5 4  1 0 1 6  

L a n g m e a d B, Tr a p n ell C, P o p M, S al z b er g S L ( 2 0 0 9) Ultr af ast a n d m e m or y- effi ci e nt ali g n m e nt 1 0 1 7  

of s h ort D N A s e q u e n c es t o t h e h u m a n g e n o m e. G e n o m e Bi ol o g y 1 0: R 2 5 1 0 1 8  

Li W F, L a n P ( 2 0 1 7) T h e U n d erst a n di n g of t h e Pl a nt Ir o n D efi ci e n c y R es p o ns es i n Str at e g y I 1 0 1 9  

Pl a nt s a n d t h e R ol e of Et h yl e n e i n T his Pr o c ess b y O mi c A p pr o a c h es. Fr o nti ers i n Pl a nt 1 0 2 0  

S ci e n c e 8 1 0 2 1  

L o v e MI, H u b er W, A n d ers S ( 2 0 1 4) M o d er at e d esti m ati o n of f ol d c h a n g e a n d dis p ersi o n f or 1 0 2 2  

R N A -s e q d at a wit h D E S e q 2. G e n o m e Bi ol o g y 1 5: 5 5 0 1 0 2 3  

L u b k o wit z M ( 2 0 1 1) T h e Oli g o p e pti d e Tr a ns p ort ers: A S m all G e n e F a mil y wit h a Di v ers e 1 0 2 4  

Gr o u p of S u bstr at es a n d F u n cti o ns ? M ol Pl a nt 4: 4 0 7- 4 1 5 1 0 2 5  

M a as  F M, v a n d e W et eri n g D A, v a n B e usi c h e m M L, Bi e nf ait H F ( 1 9 8 8) C h ar a ct eri z ati o n of 1 0 2 6  

p hl o e m ir o n a n d its p ossi bl e r ol e i n t h e r e g ul ati o n of F e- effi ci e n c y r e a cti o ns. Pl a nt 1 0 2 7  

P h ysi ol 8 7: 1 6 7- 1 7 1 1 0 2 8  

M ai HJ, Li n d er m a yr C, v o n T o er n e C, Fi n k- Str a u b e C, D ur n er J, B a u er P ( 2 0 1 5) Ir o n a n d F E R-1 0 2 9  

LI K E I R O N D E FI CI E N C Y-I N D U C E D T R A N S C RI P TI O N F A C T O R- d e p e n d e nt 1 0 3 0  

r e g ul ati o n of pr ot ei ns a n d g e n es i n Ar a bi d o psis t h ali a n a r o ots. Pr ot e o mi cs 1 5: 3 0 3 0- 3 0 4 7 1 0 3 1  

M al z er W, K a n n gi e ß er B ( 2 0 0 5) A M o d el f or t h e C o nf o c al V ol u m e of 3 D Mi cr o X-r a y 1 0 3 2  

Fl u or es c e n c e S p e ctr o m et er. S p e ctr o c hi mi c a A ct a P art B: At o mi c S p e ctr os c o p y 6 0: 1 3 3 4-1 0 3 3  

1 3 4 1 1 0 3 4  

M a nt o u v al o u I, M al z er W, K a n n gi e ß er B ( 2 0 1 2) Q u a ntifi c ati o n f or 3 D mi cr o X-r a y fl u or es c e n c e. 1 0 3 5  

S p e ctr o c hi mi c a A ct a P art B: At o mi c S p e ctr os c o p y 7 7: 9- 1 8 1 0 3 6  

M a nt o u v al o u I, M al z er W, K a n n gi ess er B ( 2 0 1 2) Q u a ntifi c ati o n f or 3 D mi cr o X-r a y 1 0 3 7  

fl u or es c e n c e. S p e ctr o c hi mi c a A ct a P art B- At o mi c S p e ctr os c o p y 7 7: 9- 1 8 1 0 3 8  

M e n d o z a- C ó z atl D G, Xi e Q, A k m a kji a n G Z, J o b e T O, P at el A, St a c e y M G, S o n g L, D e m oi n 1 0 3 9  

D W, J uriss o n S S, St a c e y G, et al. ( 2 0 1 4) O P T 3 is a c o m p o n e nt of t h e ir o n-si g n ali n g 1 0 4 0  

n et w or k b et w e e n l e a v es a n d r o ots a n d misr e g ul ati o n of O P T 3 l e a ds t o a n o v er-1 0 4 1  

a c c u m ul ati o n of c a d mi u m i n s e e ds. M ol Pl a nt 7: 1 4 5 5- 1 4 6 9 1 0 4 2  

M u k h erj e e I, C a m p b ell N H, As h J S, C o n n oll y E L ( 2 0 0 6) E x pr essi o n pr ofili n g of t h e Ar a bi d o psis 1 0 4 3  

f erri c c h el at e r e d u ct as e ( F R O) g e n e f a mil y r e v e als diff er e nti al r e g ul ati o n b y ir o n a n d 1 0 4 4  

c o p p er. Pl a nt a 2 2 3: 1 1 7 8- 1 1 9 0 1 0 4 5  

N e w vill e M ( 2 0 1 3) L ar c h: A n A n al ysi s P a c k a g e f or X A F S a n d R el at e d S p e ctr os c o pi es. J. P h ys.: 1 0 4 6  

C o nf. S er. 4 3 0 1 0 4 7  

Os a w a H, St a c e y G, G ass m a n n W ( 2 0 0 6) S c O P T 1 a n d At O P T 4 f u n cti o n as pr ot o n- c o u pl e d 1 0 4 8  

oli g o p e pti d e tr a ns p ort ers wit h br o a d b ut di sti n ct s u bstr at e s p e cifi citi es. Bi o c h e mi c al 1 0 4 9  

J o ur n al 3 9 3: 2 6 7- 2 7 5 1 0 5 0  

P otti er M, D u m o nt J, M as cl a u x- D a u br ess e C, T h o mi n e S ( 2 0 1 9) A ut o p h a g y is e ss e nti al f or 1 0 5 1  

o p ti m al tr a nsl o c ati o n of ir o n t o s e e ds i n Ar a bi d o psis. J o ur n al of e x p eri m e nt al b ot a n y 7 0: 1 0 5 2  

8 5 9- 8 6 9 1 0 5 3  

Q u ast C, Pr u ess e E, Yil m a z P, G er k e n J, S c h w e er T, Y ar z a P, P e pli es J, Gl ö c k n er F O ( 2 0 1 3) T h e 1 0 5 4  

SI L V A ri b os o m al R N A g e n e d at a b as e pr oj e ct: i m pr o v e d d at a pr o c essi n g a n d w e b - b as e d 1 0 5 5  

t o ol s. N u cl ei c A ci ds R es e ar c h 4 1: 7 1 0 5 6  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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 3 4  

R a h m ati I s h k a M, V at a m a ni u k O K ( 2 0 2 0) C o p p er d efi ci e n c y alt ers s h o ot ar c hit e ct ur e a n d 1 0 5 7  

r e d u c es f ertilit y of b ot h g y n o e ci u m a n d a n dr o e ci u m i n Ar a bi d o psis t h ali a n a. Bi o R xi v  1 0 5 8  

R a h m ati I s h k a M, V at a m a ni u k O K ( 2 0 2 0) C o p p er d efi ci e n c y alt ers s h o ot ar c hit e ct ur e a n d 1 0 5 9  

r e d u c es f ertilit y of b ot h g y n o e ci u m a n d a n dr o e ci u m i n Ar a bi d o psis t h ali a n a. Pl a nt Dir e ct 1 0 6 0  

4: e 0 0 2 8 8 1 0 6 1  

R ai S, Si n g h P K, M a n k oti a S, S w ai n J, S at b h ai S B ( 2 0 2 1) Ir o n h o m e ost asis i n pl a nts a n d it s 1 0 6 2  

cr osst al k wit h c o p p er, zi n c, a n d m a n g a n es e. Pl a nt Str e ss 1: 1 0 0 0 0 8 1 0 6 3  

R a v et K, D a nf or d F L, Di hl e A, Pitt ar ell o M, Pil o n M ( 2 0 1 1) S p ati ot e m p or al A n al ysis of C o p p er 1 0 6 4  

H o m e ost asi s i n P o p ul us tri c h o c ar p a R e v e als a n I nt e gr at e d M ol e c ul ar R e m o d eli n g f or a 1 0 6 5  

Pr ef er e nti al All o c ati o n of C o p p er t o Pl ast o c y a ni n i n t h e C hl or o pl asts of D e v el o pi n g 1 0 6 6  

L e a v es. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 5 7: 1 3 0 0- 1 3 1 2 1 0 6 7  

R a v et K, Pil o n M ( 2 0 1 3) C o p p er a n d Ir o n H o m e o st a sis i n Pl a nts: T h e C h all e n g es of O xi d ati v e 1 0 6 8  

Str e ss. A nti o xi d a nt s & R e d o x Si g n ali n g 1 9: 2 3 1 0 6 9  

R e es E M, L e e J, T hi el e DJ ( 2 0 0 4) M o bili z ati o n of I ntr a c ell ul ar C o p p er St or es b y t h e Ctr 2 1 0 7 0  

V a c u ol ar C o p p er Tr a ns p ort er. J o ur n al of Bi ol o gi c al C h e mistr y 2 7 9: 5 4 2 2 1- 5 4 2 2 9 1 0 7 1  

R o drı ǵ u e z FI, Es c h JJ, H all A E, Bi n d er B M, S c h all er G E, Bl e e c k er A B ( 1 9 9 9) A C o p p er 1 0 7 2  

C of a ct or f or t h e Et h yl e n e R e c e pt or E T R 1 fr o m Ar a bi d o psis . S ci e n c e 2 8 3: 9 9 6- 9 9 8 1 0 7 3  

S c h ott- V er d u g o S, M üll er L, Cl ass e n E, G o hl k e H, Gr ot h G ( 2 0 1 9) Str u ct ur al M o d el of t h e 1 0 7 4  

E T R 1 Et h yl e n e R e c e pt or Tr a ns m e m br a n e S e ns or D o m ai n. S ci e ntifi c R e p ort s 9: 8 8 6 9 1 0 7 5  

S c h w ar z B, B a u er P ( 2 0 2 0) FI T, a r e g ul at or y h u b f or ir o n d efi ci e n c y a n d str ess si g n ali n g i n r o ot s, 1 0 7 6  

a n d FI T- d e p e n d e nt a n d -i n d e p e n d e nt g e n e si g n at ur es. J E x p B ot 7 1: 1 6 9 4- 1 7 0 5 1 0 7 7  

S h a h b a z M, R a v et K, P e ers G, Pil o n M ( 2 0 1 5) Pri oriti z ati o n of c o p p er f or t h e us e i n 1 0 7 8  

p h ot os y nt h eti c el e ctr o n tr a ns p ort i n d e v el o pi n g l e a v es of h y bri d p o pl ar. Fr o nti ers i n Pl a nt 1 0 7 9  

S ci e n c e 6 1 0 8 0  

S h e n g H, Ji a n g Y, Is h k a M R, C hi a J- C, D o k u c h a y e v a T, K a v ul y c h Y, Z a v o d n a T- O, M e n d o z a 1 0 8 1  

P N, H u a n g R, S mi es h k a L M, et al. ( 2 0 2 1) Y S L 3- m e di at e d c o p p er distri b uti o n is r e q uir e d 1 0 8 2  

f or f ertilit y, gr ai n yi el d, a n d si z e i n Br a c h y p o di u m . Pl a nt P h ysi olo g y: 1 0 8 3  

2 0 1 9. 2 0 1 2. 2 0 1 2. 8 7 4 3 9 6 1 0 8 4  

S h e n g H, Ji a n g Y, Is h k a M R, C hi a J C, D o k u c h a y e v a T, K a v ul y c h Y, Z a v o d n a T O, M e n d o z a P N, 1 0 8 5  

H u a n g R, S mi es h k a L M, et al. ( 2 0 2 1) Y S L 3- m e di at e d c o p p er distri b uti o n is r e q uir e d f or 1 0 8 6  

f ertilit y, s e e d si z e a n d pr ot ei n a c c u m ul ati o n i n Br a c h y p o di u m. Pl a nt P h ysi ol 1 8 6: 6 5 5-1 0 8 7  

6 7 6 1 0 8 8  

S ol é V A, P a pill o n E, C ott e M, W alt er P, S usi ni J ( 2 0 0 7) A m ulti pl atf or m c o d e f or t h e a n al ysis of 1 0 8 9  

e n er g y- dis p ersi v e X-r a y fl u or es c e n c e s p e ctr a. S p e ctr o c hi mi c a A ct a P art B: At o mi c 1 0 9 0  

S p e ctr os c o p y 6 2: 6 3- 6 8 1 0 9 1  

S pi el m a n n J, V ert G ( 2 0 2 0) T h e m a n y f a c ets of pr ot ei n u bi q uiti n ati o n a n d d e gr a d ati o n i n pl a nt 1 0 9 2  

r o ot ir o n- d efi ci e n c y r es p o ns es. J o ur n al of E x p eri m e nt al B ot a n y 7 2: 2 0 7 1- 2 0 8 2 1 0 9 3  

St a c e y M G, K o h S, B e c k er J, St a c e y G ( 2 0 0 2) At O P T 3, a M e m b er of t h e Oli g o p e pti d e 1 0 9 4  

Tr a ns p ort er F a mil y, Is Ess e nti al f or E m br y o D e v el o p m e nt i n Ar a bi d o psis. T h e Pl a nt C ell 1 0 9 5  

1 4: 2 7 9 9- 2 8 1 1  1 0 9 6  

St a c e y M G, P at el A, M c Cl ai n W E, M at hi e u M, R e ml e y M, R o g ers E E, G ass m a n n W, Bl e vi ns 1 0 9 7  

D G, St a c e y G ( 2 0 0 8) T h e Ar a bi d o psis At O P T 3 Pr ot ei n F u n cti o ns i n M et al H o m e ost asis 1 0 9 8  

a n d M o v e m e nt of Ir o n t o D e v el o pi n g S e e ds. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 4 6: 5 8 9- 6 0 1 1 0 9 9  

Tr a p n ell C, P a c ht er L, S al z b er g S L ( 2 0 0 9) T o p H at: dis c o v eri n g s pli c e j u n cti o ns wit h R N A- S e q. 1 1 0 0  

Bi oi nf or m ati cs 2 5: 7 1 1 0 1  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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 3 5  

Ts a n g T, P osi m o J M, G u di el A A, Ci c c hi ni M, F el ds er D M, Br a d y D C ( 2 0 2 0) C o p p er i s a n 1 1 0 2  

ess e nti al r e g ul at or of t h e a ut o p h a gi c ki n as es U L K 1/ 2 t o dri v e l u n g a d e n o c ar ci n o m a. 1 1 0 3  

N at ur e c ell bi ol o g y 2 2: 4 1 2- 4 2 4 1 1 0 4  

T urs ki M L, Br a d y D C, Ki m HJ, Ki m B E, N os e Y, C o u nt er C M, Wi n g e D R, T hi el e DJ ( 2 0 1 2) A 1 1 0 5  

n o v el r ol e f or c o p p er i n R as/ mit o g e n- a cti v at e d pr ot ei n ki n as e si g n ali n g. M ol C ell Bi ol 3 2: 1 1 0 6  

1 2 8 4- 1 2 9 5 1 1 0 7  

T urs ki M L, T hi el e DJ ( 2 0 0 9) N e w r ol es f or c o p p er m et a b olis m i n c ell pr olif er ati o n, si g n ali n g, 1 1 0 8  

a n d dis e as e. J Bi ol C h e m 2 8 4: 7 1 7- 7 2 1 1 1 0 9  

W at ers B M, Ar m br ust L C ( 2 0 1 3) O pti m al c o p p er s u p pl y i s r e q uir e d f or n or m al pl a nt ir o n 1 1 1 0  

d efi ci e n c y r es p o ns es. Pl a nt Si g n al B e h a v 8: e 2 6 6 1 1 1 1 1 1  

W at ers B M, M cI nt urf S A, A m u n ds e n K ( 2 0 1 4) Tr a ns cri pt o mi c a n d p h y si ol o gi c al 1 1 1 2  

c h ar a ct eri z ati o n of t h e f ef e m ut a nt of m el o n ( C u c u mis m el o) r e v e al s n e w as p e ct s of ir o n-1 1 1 3  

c o p p er cr osst al k. N e w P h yt ol 2 0 3: 1 1 2 8- 1 1 4 5 1 1 1 4  

W at ers B M, M cI nt urf S A, St ei n RJ ( 2 0 1 2) R os ett e ir o n d efi ci e n c y tr a ns cri pt a n d mi cr o R N A 1 1 1 5  

pr ofili n g r e v e al s li n ks b et w e e n c o p p er a n d ir o n h o m e ost asi s i n Ar a bi d o psis t h ali a n a. J 1 1 1 6  

E x p B ot 6 3: 5 9 0 3- 5 9 1 8 1 1 1 7  

W o n g k a e w A, As a y a m a K, Kit ai w a T, N a k a m ur a SI, K oji m a K, St a c e y G, S e ki m ot o H, 1 1 1 8  

Y o k o y a m a T, O h k a m a- O hts u N ( 2 0 1 8) At O P T 6 Pr ot ei n F u n cti o ns i n L o n g- Dist a n c e 1 1 1 9  

Tr a ns p ort of Gl ut at hi o n e i n Ar a bi d o psis t h ali a n a. Pl a nt a n d C ell P h ysi ol o g y 5 9: 1 4 4 3-1 1 2 0  

1 4 5 1 1 1 2 1  

W u Y, Z h a n g D, C h u J e e Y, B o yl e P, W a n g Y, Bri n dl e I a n D, D e L u c a V, D es pr és C ( 2 0 1 2) T h e 1 1 2 2  

Ar a bi d o psis N P R 1 Pr ot ei n Is a R e c e pt or f or t h e Pl a nt D ef e ns e H or m o n e S ali c yli c A ci d. 1 1 2 3  

C ell R e p orts 1: 6 3 9- 6 4 7 1 1 2 4  

Y a m as a ki H, H a y as hi M, F u k a z a w a M, K o b a y as hi Y, S hi k a n ai T ( 2 0 0 9) S Q U A M O S A Pr o m ot er 1 1 2 5  

Bi n di n g Pr ot ei n- Li k e 7 Is a C e ntr al R e g ul at or f or C o p p er H o m e ost asi s i n  Ar a bi d o psis. 1 1 2 6  

Pl a nt C ell 2 1: 3 4 7- 3 6 1 1 1 2 7  

Y a n J, C hi a J- C, S h e n g H, J u n g H-i, Z a v o d n a T- O, Z h a n g L, H u a n g R, Ji a o C, Cr aft EJ, F ei Z, et 1 1 2 8  

al. ( 2 0 1 7) Ar a bi d o psis P oll e n F ertilit y R e q uir es t h e Tr a ns cri pti o n F a ct or s CI T F 1 a n d 1 1 2 9  

S P L 7 T h at R e g ul at e C o p p er D eli v er y t o A nt h ers a n d J as m o ni c A ci d S y nt h esis. T h e Pl a nt 1 1 3 0  

C ell 2 9: 3 0 1 2- 3 0 2 9 1 1 3 1  

Z h ai Z, G a y o m b a S R, J u n g H-I, Vi m al a k u m ari N K, Pi ñ er os M, Cr aft E, R ut z k e M A, D a n k u J, 1 1 3 2  

L a h n er B, P u ns h o n T, et al. ( 2 0 1 4) O P T 3 Is a P hl o e m- S p e cifi c Ir o n Tr a ns p ort er T h at Is 1 1 3 3  

Ess e nti al f or S yst e mi c Ir o n Si g n ali n g a n d R e distri b uti o n of Ir o n a n d C a d mi u m i n 1 1 3 4  

Ar a bi d o psis. T h e Pl a nt c ell 2 6: 2 2 4 9- 2 2 6 4 1 1 3 5  

Z h ai Z, G a y o m b a S R, J u n g H-i, Vi m al a k u m ari N K, Pi ñ er os M, Cr aft E, R ut z k e M A, D a n k u J, 1 1 3 6  

L a h n er B, P u ns h o n T, et al. ( 2 0 1 4) O P T 3 is a p hl o e m-s p e cifi c ir o n tr a ns p ort er t h at i s 1 1 3 7  

ess e nti al f or s yst e mi c ir o n si g n ali n g a n d r e distri b uti o n of ir o n a n d c a d mi u m i n 1 1 3 8  

Ar a bi d o psis. Pl a nt C ell 2 6: 2 2 4 9- 2 2 6 4 1 1 3 9  

Z h a n g Z, Xi e Q, J o b e T O, K a u A R, W a n g C, Li Y, Qi u B, W a n g Q, M e n d o z a- C ó z atl D G, 1 1 4 0  

S c hr o e d er JI ( 2 0 1 6) I d e ntifi c ati o n of At O P T 4 as a Pl a nt Gl ut at hi o n e Tr a ns p ort er. M ol 1 1 4 1  

Pl a nt 9: 4 8 1- 4 8 4  1 1 4 2  

Z h o n g S, J o u n g J- G, Z h e n g Y, C h e n Y-r, Li u B, S h a o Y, Xi a n g J Z, F ei Z, Gi o v a n n o ni JJ ( 2 0 1 1) 1 1 4 3  

Hi g h- T hr o u g h p ut Ill u mi n a Str a n d- S p e cifi c R N A S e q u e n ci n g Li br ar y Pr e p ar ati o n. C ol d 1 1 4 4  

S pri n g H ar b or Pr ot o c ols 2 0 1 1: p d b. pr ot 5 6 5 2 1 1 4 5  

 1 1 4 6  

  1 1 4 7  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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Fi g u r e L e g e n ds 1 1 4 8  

 1 1 4 9  

Fi g u r e 1 . I r o n a n d c o p p e r dist ri b uti o n is alt e r e d i n t h e v as c ul at u r e of t h e o pt 3 m ut a nt. 1 1 5 0  

Pl a nt s w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 2 5 0 n M C u S O 4  f or 2 6 d a ys (i n A  t o D ) or f or 5 w e e ks (i n 1 1 5 1  

E  t o H ) b ef or e tiss u es w er e c oll e ct e d.  A  t o D  s h o w 2 D X R F m a ps of t h e i n di c at e d mi n er als i n 1 1 5 2  

m at ur e l e a v es; E  t o H  s h o w 2 D- C X R F m a ps of i n di c at e d el e m e nts i n f t h e v as c ul at ur e of m at ur e 1 1 5 3  

l e a v es p eti ol es. B ars = 1 m m; X y a n d P h i n di c at e t h e l o c ati o n of t h e x yl e m a n d t h e p hl o e m, 1 1 5 4  

r es p e cti v el y. 1 1 5 5  

 1 1 5 6  

Fi g u r e 2. At O P T 3 m e di at es c o p p e r l o a di n g t o t h e p hl o e m a n d r e dist ri b uti o n f r o m m at u r e 1 1 5 7  

l e a v es t o y o u n g l e a v es a n d r o ots.  1 1 5 8  

T h e c o n c e ntr ati o n of c o p p er i n t h e p hl o e m s a p ( A ) a n d t h e i n di c at e d pl a nt tiss u es (B ) of wil d 1 1 5 9  

t y p e a n d t h e o pt 3  m ut a nt. Pl a nts w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y u n d er ir o n a n d c o p p er s uffi ci e nt 1 1 6 0  

c o n diti o ns. S h o w n v al u es ar e arit h m eti c m e a ns ± S. E. Ast eris ks i n di c at e st atisti c all y si g nifi c a nt 1 1 6 1  

diff er e n c es fr o m wil d t y p e ( p < 0. 0 5, St u d e nt’s t t est, n = 3 t o 4 e x p eri m e nts). 1 1 6 2  

 1 1 6 3  

Fi g u r e 3. T h e o pt 3  m ut a nt a c c u m ul at es l ess c o p p e r a n d i r o n i n d e v el o pi n g e m b r y os a n d 1 1 6 4  

s e e ds.   1 1 6 5  

I C P- M S a n al ysis of mi n er al a c c u m ul ati o n i n dr y sili q u e v al v es ( A ) a n d s e e ds (D ) c oll e ct e d fr o m 1 1 6 6  

s oil- gr o w n pl a nts. S h o w n v al u es ar e arit h m eti c m e a ns ± S. E. Ast eris ks i n di c at e st atisti c all y 1 1 6 7  

si g nifi c a nt diff er e n c es fr o m wil d t y p e ( p  < 0. 0 5, St u d e nt’s t t est, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts 1 1 6 8  

wit h tiss u es p o ol e d fr o m f o ur t o fi v e pl a nts p er e x p eri m e nt). B . Fift e e n-m m -l o n g d e v el o pi n g 1 1 6 9  

sili q u es w er e c oll e ct e d fr o m s oil- gr o w n pl a nts a n d s u bj e ct e d t o 2 D- S X R F a n al ysis. W hit e arr o ws 1 1 7 0  

p oi nt t o e m br y os C . Dr y s e e ds w er e c oll e ct e d as d es cri b e d f or A a n d D a n d s u bj e ct e d t o 2 D C T-1 1 7 1  

X R F. Bl u e arr o ws p oi nt t o t h e v as c ul at ur e, bl u e b o x es t o r e gi o ns i n t h e s e e d c o at wit h 1 1 7 2  

c o ntr asti n g c o p p er a c c u m ul ati o n. B  a n d C  s h o w r e pr es e nt ati v e i m a g es of at l e ast t hr e e s c a n n e d 1 1 7 3  

s p e ci m e ns. 1 1 7 4  

 1 1 7 5  

Fi g u r e 4 . O P T 3 t r a ns p o rts c o p p e r i n X. l a e vi s o o c yt es a n d S. c er e visi a e 1 1 7 6  

(A ) C o p p er u pt a k e i nt o Xe n o p us  o o c yt es i nj e ct e d wit h eit h er O P T 3 c R N A ( O P T 3 ) or w at er 1 1 7 7  

(M o c k). C o p p er u pt a k e w as m e as ur e d at 3 h. T h e b as al u pt a k e s ol uti o n w as s u p pl e m e nt e d wit h 1 1 7 8  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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 3 7  

1 0 0 µ M C u S O 4  (C u 2 + ) or 1 0 0 µ M C u- N A (C u -N A ). Pr es e nt e d v al u es ar e arit h m eti c m e a ns ± 1 1 7 9  

S. E. ( n = 5). Ast eris ks i n di c at e st atisti c all y si g nifi c a nt diff er e n c es ( * *, p  < 0. 0 1, usi n g St u d e nt’s 1 1 8 0  

t-t est). ( B) C o p p er c o n c e ntr ati o n i n S. c er e vi si a e wil d-t y p e, S E Y 6 2 1 0 a n d it s is o g e ni c 1 1 8 1  

ctr 1 ∆ 2 ∆ 3 ∆ m ut a nt b ot h e x pr essi n g t h e e m pt y Y E S 3- G at e  v e ct or (Wt a n d  ctr  , r esp e cti v el y) or 1 1 8 2  

t h e ctr 1 ∆ 2 ∆ 3 ∆ m ut a nt e x pr essi n g Y E S 3- G at e- O P T 3 (O P T 3 ). L e v el s n ot c o n n e ct e d wit h t h e s a m e 1 1 8 3  

l ett er ar e st atisti c all y diff er e nt ( n = 4 t o 5, T u k e y H S D t est). (C ) T h e wil d t y p e a n d t h e 1 1 8 4  

ctr 1 ∆ 2 ∆ 3 ∆ S. c er e visi a e m ut a nt tr a nsf or m e d wit h t h e e m pt y Y E S 3- G at e v e ct or or t h e ctr 1 ∆ 2 ∆ 3 ∆  1 1 8 5  

tr a nsf or m e d wit h t h e v e ct or c o nt ai ni n g t h e O P T 3  c D N A or t h e A. t h ali a n a  c o p p er tr a ns p ort er, 1 1 8 6  

C O P T 2 , w er e s eri all y 1 0-f ol d dil ut e d a n d s p ott e d o nt o s oli d Y P E G m e di u m s u p pl e m e nt e d wit h 1 1 8 7  

diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of C u S O 4 . C ol o ni es w er e vis u ali z e d aft er i n c u b ati n g pl at es f or 3 d a ys at 1 1 8 8  

3 0 ° C. Dil uti o n s eri es ar e i n di c at e d o n t h e ri g ht. S. c er e visi a e  li n es w er e d esi g n at e d as i n (B ) 1 1 8 9  

e x c e pt t h at O P T 3- 1  a n d  O P T 3- 2  d esi g n at e t w o disti n ct O P T 3  e x pr essi n g cl o n es t h at w er e 1 1 9 0  

s el e ct e d a n d pr o p a g at e d aft er y e ast tr a nsf or m ati o n). 1 1 9 1  

 1 1 9 2  

Fi g u r e 5 . T h e o pt 3 m ut a nt is s e nsiti v e t o c o p p e r d efi ci e n c y. 1 1 9 3  

I n (A ) a n d (B ), wil d t y p e a n d t h e o pt 3  m ut a nt w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h or wit h o ut 1 2 5 1 1 9 4  

n M C u S O 4  ( + C u or – C u, r es p e cti v el y). I m a g es w er e t a k e n aft er 4 w e e ks (A ) or 9 w e e ks ( B ) 1 1 9 5  

fr o m t h e s e e d s o wi n g.  (C ), (D ) a n d (E ) s h o w ti m e t o fl o w eri n g, pri m ar y r os ett e l e af n u m b er a n d 1 1 9 6  

l e af l e n gt h, r es p e cti v el y. Pl a nt s w er e g er mi n at e d a n d gr o wt h h y dr o p o ni c all y wit h o ut or wit h 1 1 9 7  

c o p p er ( 0  or 1 2 5 , r es p e cti v el y a n d w hit e b a rs ). Aft er f o ur w e e ks of gr o wt h, a s u bs et of pl a nts 1 1 9 8  

gr o w n wit h or wit h o ut c o p p er w as tr a nsf err e d t o 5 0 0 n M C u S O 4  (5 0 0 a n d g r e y b a rs ). 1 1 9 9  

M e as ur e m e nts w er e t a k e n aft er o n e w e e k of gr o wt h a n d w h e n pl a nts w er e ei g ht- w e e k- ol d. D at a 1 2 0 0  

s h o w m e a n v al u es ± S. E. L e v els n ot c o n n e ct e d b y t h e s a m e l ett er ar e st atisti c all y diff er e nt 1 2 0 1  

( T u k e y H S D, J M P Pr o 1 4 s oft w ar e p a c k a g e, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h d at a c oll e ct e d 1 2 0 2  

fr o m 3 t o 6 pl a nts p er e a c h e x p eri m e nt). (F ) s h o ws a r e pr es e nt ati v e i m a g e of l e a v es (fr o m y o u n g 1 2 0 3  

t o ol d i n t h e dir e cti o n fr o m l eft t o ri g ht) of wil d t y p e a n d t h e o pt 3  m ut a nt b ot h gr o w n 1 2 0 4  

h y dr o p o ni c all y f or 4 w e e ks wit h or wit h o ut c o p p er ( 1 2 5 n M C u  or 0 n M C u , r es p e cti v el y). 1 2 0 5  

 1 2 0 6  

Fi g u r e 6 . T h e o pt 3  m ut a nt m o u nts c o p p e r d efi ci e n c y r es p o ns e i n r o ots a n d y o u n g l e a v e s. 1 2 0 7  

A . T ot al n u m b er of diff er e nti all y e x pr ess e d g e n es i n r o ots, m at ur e l e a v es a n d y o u n g l e a v es of t h e 1 2 0 8  

o pt 3 m ut a nt vs wil d t y p e, a c c or di n g t o R N A-s e q d at a (r ati o > = 1. 5 or < = 0. 6 7, f als e- dis c o v er y 1 2 0 9  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 

T h e c o p yri g ht h ol d er f or t hi s pr e pri ntt hi s v er si o n p o st e d A u g u st 3, 2 0 2 1. ; htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 1. 0 7. 3 0. 4 5 4 5 0 4d oi: bi o R xi v pr e pri nt 

https://doi.org/10.1101/2021.07.30.454504
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/


3 8  

 3 8  

r at e [ F D R] < 0. 0 5). V e n n di a gr a ms s h o w t h e n u m b er of u pr e g ul at e d ( B ) or d o w nr e g ul at e d (C ) 1 2 1 0  

g e n es i n r o ots, m at ur e a n d y o u n g l e a v es. O v erl a ps i n di c at e t h e n u m b er of g e n es c o -r e g ul at e d i n 1 2 1 1  

i n di c at e d tiss u es. G e n es ass o ci at e d wit h ir o n a n d c o p p er h o m e ost asi s ar e s h o w n i n (B ) a n d (C ). 1 2 1 2  

G e n es i n v ol v e d i n c o p p er h o m e ost asi s ar e m ar k e d i n b ol d ; g e n es ass o ci at e d wit h b ot h ir o n a n d 1 2 1 3  

c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns es ar e m ar k e d i n b ol d a n d u n d erli n e d. 1 2 1 4  

 1 2 1 5  

Fi g u r e 7 . T h e e x p r essi o n of O P T 3  is u p r e g ul at e d b y c o p p e r d efi ci e n c y. 1 2 1 6  

F o ur- w e e k - ol d pl a nts gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 2 5 0 n M C u S O 4  a n d a s u bs et of pl a nts w as 1 2 1 7  

tr a nsf err e d t o a fr es h m e di u m wit h o ut c o p p er. R o ots w er e c oll e ct e d aft er 1 or 4 d a ys of 1 2 1 8  

tr e at m e nts f or R T- q P C R a n al ysis. CI T F 1  w as us e d as a m ar k er of c o p p er d efi ci e n c y t o v ali d at e 1 2 1 9  

t h e effi ci e n c y of tr e at m e nt. S h o w n ar e m e a n v al u es ± S. E. Ast eris ks i n di c at e st atisti c all y 1 2 2 0  

si g nifi c a nt diff er e n c es fr o m t h e e x pr essi o n of g e n es u n d er c o ntr ol c o n diti o n, s et t o o n e ( p  < 0. 0 5, 1 2 2 1  

St u d e nt’s t t est, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s). 1 2 2 2  

 1 2 2 3  

Fi g u r e 8 . C o p p e r s u p pl e m e nt ati o n p a rti all y r es c u es t h e m ol e c ul a r s y m pt o ms of c o p p e r 1 2 2 4  

d efi ci e n c y i n t h e o pt 3 m ut a nt.   1 2 2 5  

Pl a nt s w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y u n d er c o ntr ol c o n diti o ns ( w hit e b a rs ) u ntil t h e l at e - v e g et ati v e 1 2 2 6  

st a g e b ef or e a s u bs et of pl a nts w as tr a nsf err e d t o a fr es h m e di u m wit h hi g h er c o p p er 1 2 2 7  

c o n c e ntr ati o ns ( 2 5 0 n M C u S O 4 , li g ht g r e y b a rs i n A, B, E, F, J, K  or 5 0 0 n M C u S O4 , d a r k 1 2 2 8  

g r e y b a rs  i n C, D, G, H, L, M ). Pl a nt s w er e gr o w n f or a n ot h er w e e k pri or t o ti ss u e c oll e cti o n 1 2 2 9  

a n d R T- q P C R a n al ysis. T h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of i n di c at e d g e n es w as n or m ali z e d t o t h e wil d 1 2 3 0  

t y p e gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o ns. D at a s h o w m e a n v al u es ± S. E. L e v els n ot c o n n e ct e d b y t h e 1 2 3 1  

s a m e l ett er ar e st atisti c all y diff er e nt ( T u k e y H S D, J M P Pr o 1 4 s oft w ar e p a c k a g e, n = 3 1 2 3 2  

i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h r o ots p o ol e d fr o m 3 pl a nt s p er e a c h e x p eri m e nt). 1 2 3 3  

 1 2 3 4  

Fi g u r e 9 . T h e e x p r essi o n of c o p p e r d efi ci e n c y m a r k e rs is c o nt r oll e d b y t h e O P T 3 f u n cti o n 1 2 3 5  

i n t h e s h o ot.  1 2 3 6  

T h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of c o p p er- ( A ) a n d ir o n- d efi ci e n c y (B ) mar k ers i n r o ots of gr aft e d 1 2 3 7  

pl a nts. Wil d t y p e a n d t h e o pt 3  m ut a nt w er e us e d f or r e ci pr o c al gr afti n g. Wt S / WtR , wil d t y p e 1 2 3 8  

s ci o n gr aft e d t o wil d t y p e r o ot st o c k  ( c o ntr ol); o pt 3 S / o pt 3R , o pt 3  s ci o n gr aft e d t o o pt 3  r o ot st o c k; 1 2 3 9  

Wt S / o pt 3R , wil d ty p e s ci o n gr aft e d t o o pt 3 r o otst o c k; o pt 3 S / WtR , o pt 3  s ci o n gr aft e d t o wil d 1 2 4 0  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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 3 9  

t y p e r o otst o c k. S h o w n v al u es r e pr es e nt m e a ns ± S. E. Ast eris ks ( *) i n di c at e st atisti c all y 1 2 4 1  

si g nifi c a nt v al u es of t h e e x pr essi o n l e v el is > 2 or < 0. 5 c o m p ar e d t o c o ntr ol gr afts ( p  < 0. 0 5,  1 2 4 2  

b as e d o n C F X M a n a g er 3. 1 ( BI O -R A D). S h o w n d at a ar e r e pr es e nt ati v e of t hr e e i n d e p e n d e nt 1 2 4 3  

e x p eri m e nts.  1 2 4 4  

 1 2 4 5  

Fi g u r e 1 0.  C o p p e r a n d i r o n d efi ci e n c y a p pli e d si m ult a n e o usl y i n c r e as e t h e e x p r essi o n of 1 2 4 6  

CI T F 1  a n d FI T , i r o n u pt a k e a n d d eli v e r y t o s h o ots.  1 2 4 7  

T h e tr a ns cri pt a b u n d a n c e of CI T F 1 (A ) a n d FI T (B ) a n d ir o n c o n c e ntr ati o n i n r o ots (C ) w er e a n al y z e d i n 1 2 4 8  

r o ots of pl a nts gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o ns (Ct r ) or wit h o ut c o o p er b ut wit h ir o n (– C u ) f or f o ur w e e ks 1 2 4 9  

pri or t o tiss u e c oll e cti o n. T o a c hi e v e ir o n d efi ci e n c y, pl a nts w er e gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o n s f or t hr e e 1 2 5 0  

w e e ks, tr a nsf err e d t o a s ol uti o n wit h o ut ir o n a n d gr o w n f or o n e a d diti o n al w e e k ( – F e ). F or t h e 1 2 5 1  

si m ult a n e o us ir o n a n d c o p p er d efi ci e n c y tr e at m e nt, pl a nts w er e gr o w n wit h o ut c o p p er b ut wit h ir o n f or 1 2 5 2  

t hr e e w e e ks a n d t h e n tr a nsf err e d t o a fr es h h y dr o p o ni c m e di u m l a c ki n g b ot h c o p p er a n d ir o n. Tiss u es 1 2 5 3  

w er e c oll e ct e d a n d a n al y s e d aft er a n a d diti o n al w e e k of gr o wt h ( – C u  – F e ). M e a n v al u es ± S. E ar e 1 2 5 4  

s h o w n. L e v els n ot c o n n e ct e d b y t h e s a m e l ett er ar e st ati sti c all y diff er e nt ( T u k e y H S D, J M P Pr o 1 2 5 5  

1 4 s oft w ar e p a c k a g e, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h r o ot s p o ol e d fr o m 3 pl a nts p er e a c h 1 2 5 6  

e x p eri m e nt).  1 2 5 7  

 1 2 5 8  

Fi g u r e 1 1. Alt e r e d F e- C u c r osst al k i n t h e o pt 3  m ut a nt c o nt ri b ut es t o i r o n o v e r-1 2 5 9  

a c c u m ul ati o n. As ill ustr at e d i n ( A ), ir o n d efi ci e n c y i n t h e o utsi d e m e di u m c a us es c o p p er 1 2 6 0  

a c c u m ul ati o n i n r o ot s a n d l e a v es of A. t h ali a n a  wil d t y p e w hil e c o p p er d efi ci e n c y i n t h e o utsi d e 1 2 6 1  

m e di u m r es ult s i n ir o n a c c u m ul ati o n ( B er n al et al., 2 0 1 2; W at ers et al., 2 0 1 2; W at ers a n d 1 2 6 2  

Ar m br ust, 2 0 1 3; W at ers et al., 2 0 1 4). B y c o ntr ast, hi g h ir o n st at us c a n r e pr ess c o p p er 1 2 6 3  

a c c u m ul ati o n i n A. t h ali a n a ( W at ers a n d Ar m br ust, 2 0 1 3). T his h as b e e n als o d o c u m e nt e d i n 1 2 6 4  

a ni m al s p e ci es ( Kl e v a y, 2 0 0 1; H a et al., 2 0 1 6).  I n t h e o pt 3  m ut a nt (B ) t h e s c e n ari o is diff er e nt i n 1 2 6 5  

t h at, alt h o u g h b ot h ir o n a n d c o p p er ar e a v ail a bl e i n t h e o utsi d e m e di u m, t h e o pt 3  m ut a nt 1 2 6 6  

e x p eri e n c es si m ult a n e o us ir o n a n d c o p p er d efi ci e n c y i n t h e p hl o e m ( L o w F e i n t h e p hl o e m; 1 2 6 7  

L o w C u i n t h e P hl o e m , r es p e cti v el y). L o w ir o n a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m sti m ul at es 1 2 6 8  

tr a ns cri pti o n al ir o n d efi ci e n c y r es p o ns e a n d ir o n a c c u m ul ati o n si n c e ir o n is a v ail a bl e i n t h e 1 2 6 9  

o utsi d e m e di u m. C o p p er d efi ci e n c y i n t h e p hl o e m, r o ot s a n d l e a v es als o l e a d t o ir o n 1 2 7 0  

a c c u m ul ati o n a n d tr a ns cri pti o n al c o p p er d efi ci e n c y r es p o ns e. I n cr e as e d ir o n a c c u m ul ati o n fr o m 1 2 7 1  

b ot h p at h w a ys, i n t ur n,  d e cr e as es c o p p er u pt a k e f urt h er alt eri n g F e- C u cr osst al k.  1 2 7 2  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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4 0  

 4 0  

 1 2 7 3  

S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 1. C o p p e r a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m e x u d at es of wil d t y p e a n d t h e 1 2 7 4  

o pt 3  m ut a nt. Err or b ars i n di c at e S. E. Ast eris ks i n di c at e st atisti c all y si g nifi c a nt diff er e n c es fr o m 1 2 7 5  

wil d t y p e ( p < 0. 0 5, St u d e nt’ s t t est). A mi ni m u m of t e n r e pli c at es p er s a m pl e w er e p erf or m e d . 1 2 7 6  

Pl a nt s w er e gr o w n a n d p hl o e m s a p c oll e ct e d as d es cri b e d i n ( K u m ar et al., 2 0 1 7).  1 2 7 7  

 1 2 7 8  

S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 2 . T h e o pt 3  m ut a nt a c c u m ul at es hi g h c o n c e nt r ati o n of m et al s i n 1 2 7 9  

v e g et ati v e tiss u e s. 1 2 8 0  

Pl a nt s w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 1 2 5 n M ( A ) or 2 5 0 n M C u S O4 (B ) f or 3 0 d a ys pri or t o 1 2 8 1  

ti ss u e c oll e cti o n f or I C P- M S a n al ysis. S h o w n v al u es ar e arit h m eti c m e a ns ± S. E. Ast eris ks 1 2 8 2  

i n di c at e d st atisti c all y si g nifi c a nt diff er e n c es fr o m wil d t y p e (p  < 0. 0 5, St u d e nt’ s t t est, n = 3 1 2 8 3  

i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts. I n e a c h e x p eri m e nt, tiss u es w er e p o ol e d fr o m f o ur t o fi v e pl a nts p er 1 2 8 4  

m e as ur e m e nt).  1 2 8 5  

 1 2 8 6  

S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 3. S e e dli n gs of t h e o pt 3  m uta nt a r e s e nsiti v e t o c o p p e r d efi ci e n c y. 1 2 8 7  

Pl a nt s w er e gr o w n o n ½ M S s oli d m e di u m wit h or wit h o ut 2 0 0 µ M or 5 0 0 µ M of a c o p p er 1 2 8 8  

c h el at or B C S. ( A ) s h o w s a r e pr es e nt ati v e i m a g e of pl a nts aft er 1 0 d a ys of gr o wt h aft er w hi c h 1 2 8 9  

r o ot l e n gt h (B ), fr es h w ei g ht (C ) a n d c u pri c r e d u ct as e a cti vit y (D ) w er e a n al y z e d.  I n B  t o D  d at a 1 2 9 0  

ar e m e a ns ± S. E. L e v els n ot c o n n e ct e d b y t h e s a m e l ett er ar e si g nifi c a ntl y diff er e nt ( p < 0. 0 5, 1 2 9 1  

T u k e y- Kr a m er H S D t est). I n  B, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h t h e r o ot l e n gt h a n al y z e d 1 2 9 2  

fr o m 8 8 s e e dli n gs; i n C, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h 3 0 t o 4 0 s e e dli n gs i n e a c h 1 2 9 3  

e x p eri m e nt; i n D , n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h 2 0 s e e dli n gs a n al y z e d i n e a c h e x p eri m e nt.  1 2 9 4  

 1 2 9 5  

S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 4. T r a nsf e r ri n g t h e o pt 3  m ut a nt t o hi g h c o p p e r r es c u es its g r o wt h. 1 2 9 6  

(A ) Wil d t y p e a n d t h e o pt 3  m ut a nt w er e g er mi n at e d a n d gr o w n h y dr o p o ni c all y 1 2 5 n M C u f or 4 1 2 9 7  

w e e ks b ef or e tr a nsf erri n g t o a fr es h h y dr o p o ni c m e di u m wit h 5 0 0 n M ( A ) or 2 5 0 n M (B ) c o p p er. 1 2 9 8  

I m a g es w er e t a k e n aft er o n e w e e k of gr o wt h.  1 2 9 9  

 1 3 0 0  

S u p pl e m e nt al Fi g u r e S 5 . T h e o pt 3 m ut a nt a c c u m ul at es I R T 1 p r ot ei n i n r o ots u n d e r F e 1 3 0 1  

s uffi ci e nt g r o wt h c o n diti o ns. 1 3 0 2  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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4 1  

 4 1  

(A ) W est er n bl ot s a n al ysis of I R T 1 pr ot ei n a c c u m ul ati o n i n r o ot s of wil d t y p e a n d t h e o pt 3- 3 1 3 0 3  

m ut a nt. Pl a nts w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 1 2 5 n M C u S O 4  a n d 1 0 m M F e- H B E D f or 4 1 3 0 4  

w e e ks pri or t o ti ss u es c oll e cti o n. ( B ) W est er n bl ot s a n al ysis of ir o n d efi ci e n c y-i n d u c e d I R T 1 1 3 0 5  

a c c u m ul ati o n i n wil d t y p e r o ot s. Pl a nts w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 1 2 5 n M C u S O 4  a n d 1 0 1 3 0 6  

µ M F e- H B E D f or 3 w e e ks a n d t h e n tr a nsf err e d t o a fr es h m e di u m wit h o ut ir o n. R o ots w er e 1 3 0 7  

c oll e ct e d aft er o n e w e e k of gr o wt h u n d er ir o n d efi ci e n c y. T h e fit- 2 m ut a nt w as i n c or p or at e d as a 1 3 0 8  

n e g ati v e c o ntr ol f or t h e I R T 1 pr ot ei n a c c u m ul ati o n. I n ( A ) a n d (B ), t h e I R T 1 si g n als ar e 1 3 0 9  

r e c o g ni z e d b y t h e a nti b o d y at 3 5 k D w hil e a cti n ( pr ot ei n l o a di n g c o ntr ol) at 4 5 k D. F or t h e 1 3 1 0  

i m m u n o d et e cti o n of a cti n e pit o p e, t h e nitr o c ell ul os e bl ots w er e pr o b e d wit h t h e pri m ar y m o us e-1 3 1 1  

m o n o cl o n al a nti- a cti n a nti b o d y ( 1: 5, 0 0 0 dil uti o n, Si g m a- A dri c h) a n d s e c o n d ar y, a n H R P-1 3 1 2  

c o nj u g at e d g o at- a nti m o us e I g G a nti b o d y ( 1: 1 0, 0 0 0 R o c kl a n d I m m u n o c h e mi c als). I n b ot h c as es, 1 3 1 3  

i m m u n or e a cti v e b a n ds w er e vis u ali z e d wit h Cl arit y M a x E C L bl otti n g s u bstr at es ( BI O R A D).  1 3 1 4  

 1 3 1 5  

  1 3 1 6  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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4 2  

 4 2  

T a bl e 1.  A v er a g e d a y fr o m t h e d at e of s a wi n g t o fl o w eri n g i n wil d t y p e a n d t h e o pt 3- 3  m ut a nt gr o w n 1 3 1 7  

h y dr o p o ni c all y wit h 0 or 1 2 5 n M C u S O 4 . A s u b s et of pl a nts w as s hift e d t o 5 0 0 n M c o p p er1 . 1 3 1 8  

  C u c o n c e nt r ati o n s, nM  

G e n ot y p e  

 

0  

 

 

0 t o 5 0 0  

 

 

1 2 5  

 

 

1 2 5  t o 5 0 0  

 

W il d t y p e ( C ol-0)  4 6. 8 3 ± 2. 8 6  4 0. 1 7 ± 0. 7 9  4 2. 3 3 ± 0. 7 6  4 1. 8 0 ± 1. 2 4  

o pt 3 -3  ( C ol-0)  N .A .2  4 8 ± 1. 7 8  N .A .2  4 8. 4 ± 1. 8 0  

1  d at a s h o wi n g a v er a g e ± st a n d ar d err ors ( n = 3 t o 6) 1 3 1 9  
2  N A; n ot a p pli c a bl e. T h e m ut a nt di d n ot fl o w er d uri n g t h e c o urs e of m e as ur e m e nts w hi c h r a n g e d fr o m 1 3 2 0  

w e e k 5 t o w e e k 8. 1 3 2 1  

  1 3 2 2  

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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4 3  

 4 3  

T a bl e 2 . E x p r essi o n of c o p p e r d efi ci e n c y- r es p o nsi v e g e n es i n r o ots, m at u r e l e a v es a n d y o u n g l e a v es 1 3 2 3  

of  t h e o pt 3- 3  m ut a nt. U pr e g ul at e d or d o w nr e g ul at e d g e n es ar e s h o w n i n r e d or bl u e b ol d f o nt, 1 3 2 4  

r es p e cti v el y, a n d m ar k e d wit h ast eris ks (r ati o > = 1. 5 or < = 0. 6 7, [ F D R] < 0. 0 5). 1 3 2 5  

 1 3 2 6  

* R P K M st a n d s f or R e a ds P er Kil o b as e of tr a n s cri pt p er Milli o n m a p p e d r e a ds. Ast eris ks ( *, P < 0. 0 5) 1 3 2 7  

i n di c at e tr a n s cri pt l e v els w hi c h ar e si g nifi c a ntl y diff er e nt b et w e e n wil d t y p e a n d o pt 3- 3  m ut a nt.  1 3 2 8  
† R, r o ots; M L, m at ur e l e a v es, Y L, y o u n g l e a v es. 1 3 2 9  

 1 3 3 0  

 

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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0 0. 1 2

Wt o pt 3

C o p p er , µ g/ c m 2

B F

0 3 0

C o p p er , µ g/ c m 3

X y

P h
P h

Wt o pt 3

0 3Ir o n, µ g/ c m 2

A

0 4 0 0

Ir o n, µ g/ c m 3

E

X y

P h
P h

0 6 0

Wt o pt 3

M a n g a n e s e , µ g/ c m 2

0 2

Wt o pt 3

Zi n c , µ g/ c m 2

C G

D

Fi g ur e 1. Ir o n a n d c o p p e r di stri b uti o n i s alt e r e d i n t h e v a s c ul at ur e of t h e o pt 3 m ut a nt.

Pl a nt s w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 2 5 0 n M C u S O 4 f or 2 6 d a y s (i n A t o D ) or f or 5 w e e k s (i n E t o H )
b ef or e ti s s u e s w er e c oll e ct e d. A t o D s h o w 2 D X R F m a p s of t h e i n di c at e d mi n er al s i n m at ur e l e a v e s; E
t o H s h o w 2 D- C X R F m a p s of i n di c at e d el e m e nt s i n t h e v a s c ul at ur e of m at ur e l e af p eti ol e s. B ar s = 1
m m; X y a n d P h i n di c at e t h e l o c ati o n of t h e x yl e m a n d t h e p hl o e m, r e s p e cti v el y.

0 3 4 6

M a n g a n e s e, µ g/ c m 3

X y
X y

P h
P h

Wt o pt 3

0 3 8 0
Zi n c, µ g/ c m 3

Wt o pt 3

X y
X y

P hP h

H

.C C- B Y- N D  4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e  u n d er  a
( w hi c h  w a s  n ot  c ertifi e d  b y  p e er r e vi e w) i s t h e  a ut h or/f u n d er,  w h o  h a s  gr a nt e d  bi o R xi v  a li c e n s e t o  di s pl a y t h e  pr e pri nt i n  p er p et uit y. It i s  m a d e 
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M at u r e L e a v e s Y o u n g L e a v e s
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Fi g ur e 2. At O P T 3 m e di at e s c o p p e r l o a di n g t o t h e p hl o e m a n d r e di stri b uti o n fr o m

m at ur e l e a v e s t o y o u n g l e a v e s a n d r o ot s.

T h e c o n c e ntr ati o n of c o p p er i n t h e p hl o e m s a p ( A ) a n d t h e i n di c at e d pl a nt ti s s u e s (B ) of

wil d t y p e a n d t h e o pt 3 m ut a nt. Pl a nt s w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y u n d er ir o n a n d c o p p er

s uffi ci e nt c o n diti o n s. S h o w n v al u e s ar e arit h m eti c m e a n s ± S. E. A st eri s k s i n di c at e st a-

ti sti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s fr o m wil d t y p e (p < 0. 0 5, St u d e nt’ s t t e st, n = 3 t o 4

e x p eri m e nt s).

P hl o e m s a p

.C C- B Y- N D  4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e  u n d er  a
( w hi c h  w a s  n ot  c ertifi e d  b y  p e er r e vi e w) i s t h e  a ut h or/f u n d er,  w h o  h a s  gr a nt e d  bi o R xi v  a li c e n s e t o  di s pl a y t h e  pr e pri nt i n  p er p et uit y. It i s  m a d e 

T h e  c o p yri g ht  h ol d er f or t hi s  pr e pri ntt hi s  v er si o n  p o st e d  A u g u st  3,  2 0 2 1. ; htt p s:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 0 1/ 2 0 2 1. 0 7. 3 0. 4 5 4 5 0 4d oi: bi o R xi v  pr e pri nt 

https://doi.org/10.1101/2021.07.30.454504
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/


2 0 0

2 5 0

1 5 0

1 0 0

5 0

0

Z
n

(
µµµ
g/

g
D

W)

*

Wt o
pt

3

1 5 0

1 0 0

5 0

0

M
n

(
µµµ
g/

g
D

W)

2 0 0
*

Wt o
pt

3

8

1 0

6

4

2

0

C
u

(
µµµ
g/

g
D

W)

*

Wt o
pt

3

8
6
4
2
0

F
e

(
µµµ
g/

g
D

W)

1 0

5 0 0

7 0 0

6 0 0

*

Wt o
pt

3

C
o

p
p
er

1. 0

4. 0

Ir
o

n

0. 4

1 0 0

Zi
n
c

0. 4

6 0

M
a

n
g
a

n
e
s
e

2. 0

8 0

Wt Wt

Wt Wt

o pt 3 o pt 3

o pt 3o pt 3

A

C u ,,, n g/ c m 2 F e ,,, µµµ g/ c m 2 M n, µµµ g/ c m 2 Z n, µµµ g/ c m 2

Wt o pt 3 Wt o pt 3 Wt o pt 3 Wt o pt 3

0 1. 50 5 0 0 0. 2 0 1. 6

B

C

*

Wt o
pt

3

5 0

6 0

4 0

3 0

2 0

1 0

F
e

(
µµµ
g/

g
D

W)

0

Wt o
pt

3

7

8

6

5

4

C
u

(
µµµ
g/

g
D

W)

Wt o
pt

3

1 8

2 0

1 6

1 4

1 2

1 0

M
n

(
µµµ
g/

g
D

W)

*

Wt o
pt

3
8 0

9 0

7 0

4 0

2 0

0

Z
n

(
µµµ
g/

g
D

W)

6 0

5 0

3 0

1 0

D

Fi g ur e 3. T h e o pt 3 m ut a nt a c c u m ul at e s l e s s c o p p e r a n d ir o n i n d e v el o pi n g e m br y o s a n d s e e d s.

I C P- M S a n al y si s of mi n er al a c c u m ul ati o n i n dr y sili q u e v al v e s (A ) a n d s e e d s (D ) c oll e ct e d fr o m s oil- gr o w n pl a nt s. S h o w n
v al u e s ar e arit h m eti c m e a n s ± S. E. A st eri s k s i n di c at e st ati sti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s fr o m wil d-t y p e ( p < 0. 0 5, St u d e nt‘ s t
t e st, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s wit h ti s s u e s p o ol e d fr o m f o ur t o fi v e pl a nt s p er e x p eri m e nt). B . Fift e e n- m m-l o n g d e v el-
o pi n g sili q u e s w er e c oll e ct e d fr o m s oil- gr o w n pl a nt s a n d s u bj e ct e d t o 2 D- S X R F a n al y si s. W hit e arr o w s p oi nt t o e m br y o s i n
C . Dr y s e e d s w er e c oll e ct e d a s d e s cri b e d f or A a n d D a n d s u bj e ct e d t o 2 D C T- X R F. Bl u e arr o w s p oi nt t o t h e v a s c ul at ur e,
bl u e b o x e s t o r e gi o n s i n t h e s e e d c o at wit h c o ntr a sti n g c o p p er a c c u m ul ati o n. B a n d C s h o w r e pr e s e nt ati v e i m a g e s of at
l e a st t hr e e s c a n n e d s p e ci m e n s.

.C C- B Y- N D  4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e  u n d er  a
( w hi c h  w a s  n ot  c ertifi e d  b y  p e er r e vi e w) i s t h e  a ut h or/f u n d er,  w h o  h a s  gr a nt e d  bi o R xi v  a li c e n s e t o  di s pl a y t h e  pr e pri nt i n  p er p et uit y. It i s  m a d e 
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O D = 1. 0
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Y P E G + 0 µµµ M C u S O
4

Y P E G + 1 0 µµµ M C u S O
4

Y P E G + 2 0 µµµ M C u S O
4

Y P E G + 1 0 0 µµµ M C u S O
4

A B

C

Fi g ur e 4. O P T 3 tr a n s p ort s c o p p e r i n X. l a e vi s o o c yt e s a n d S. c e r e vi si a e.

(A ) C o p p er u pt a k e i nt o Xe n o p u s o o c yt e s i nj e ct e d wit h eit h er O P T 3 c R N A ( O P T 3 ) or w at er

(M o c k). C o p p er u pt a k e w a s m e a s ur e d at 3 h. T h e b a s al u pt a k e s ol uti o n w a s s u p pl e m e nt e d

wit h 1 0 0 µ M C u S O
4

(C u 2 + ) or 1 0 0 µ M C u- N A (C u- N A ). Pr e s e nt e d v al u e s ar e arit h m eti c m e a n s

± S. E. ( n = 5). A st eri s k s i n di c at e st ati sti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s ( **, p < 0. 0 1, u si n g St u d e nt’ s

t-t e st). ( B) C o p p er c o n c e ntr ati o n i n S. c er e vi si a e wil d t y p e, S E Y 6 2 1 0 a n d it s i s o g e ni c ctr 1 ∆∆∆ 2 ∆∆∆ 3 ∆∆∆

m ut a nt b ot h e x pr e s si n g t h e e m pt y Y E S 3- G at e v e ct or ( Wt a n d ct r ∆∆∆ , r e s p e cti v el y) or t h e

ctr 1 ∆∆∆ 2 ∆∆∆ 3 ∆∆∆ m ut a nt e x pr e s si n g Y E S 3- G at e- O P T 3 (O P T 3 ). L e v el s n ot c o n n e ct e d wit h t h e s a m e

l ett er ar e st ati sti c all y diff er e nt ( n = 4 t o 5, T u k e y H S D t e st). (C ) T h e wil d t y p e a n d t h e ctr 1 ∆∆∆ 2 ∆∆∆ 3 ∆∆∆

S. c er e vi si a e m ut a nt tr a n sf or m e d wit h t h e e m pt y Y E S 3- G at e v e ct or or t h e ctr 1 ∆∆∆ 2 ∆∆∆ 3 ∆∆∆

tr a n sf or m e d wit h t h e v e ct or c o nt ai ni n g t h e O P T 3 c D N A or t h e A. t h ali a n a c o p p er tr a n s p ort er,

C O P T 2 , w er e s eri all y 1 0-f ol d dil ut e d a n d s p ott e d o nt o s oli d Y P E G m e di u m s u p pl e m e nt e d wit h

diff er e nt c o n c e ntr ati o n s of C u S O
4
. C ol o ni e s w er e vi s u ali z e d aft er i n c u b ati n g pl at e s f or 3 d a y s at

3 0 ° C. Dil uti o n s eri e s ar e i n di c at e d o n t h e ri g ht. S. c er e vi si a e li n e s w er e d e si g n at e d a s i n (B )

e x c e pt t h at O P T 3- 1 a n d O P T 3- 2 d e si g n at e t w o di sti n ct O P T 3 e x pr e s si n g cl o n e s t h at w er e

s el e ct e d a n d pr o p a g at e d aft er y e a st tr a n sf or m ati o n).
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Fi g ur e 5. T h e o pt 3 m ut a nt i s s e n siti v e t o c o p p e r d efi ci e n c y.

I n (A ) a n d (B ), wil d t y p e a n d t h e o pt 3 m ut a nt w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h or wit h o ut 1 2 5 n M C u S O
4

( + C u or – C u, r e s p e cti v el y). I m a g e s w er e

t a k e n aft er 4 w e e k s (A ) or 9 w e e k s (B ) fr o m t h e s e e d s o wi n g. (C ), (D ) a n d (E ) s h o w ti m e t o fl o w eri n g, pri m ar y r o s ett e l e af n u m b er a n d l e af l e n gt h,

r e s p e cti v el y. Pl a nt s w er e g er mi n at e d a n d gr o wt h h y dr o p o ni c all y wit h o ut or wit h c o p p er ( 0 or 1 2 5 , r e s p e cti v el y a n d w hit e b a r s ). Aft er f o ur w e e k s of

gr o wt h, a s u b s et of pl a nt s gr o w n wit h or wit h o ut c o p p er w a s tr a n sf err e d t o 5 0 0 n M C u S O
4
(5 0 0 a n d gr e y b a r s ). M e a s ur e m e nt s w er e t a k e n aft er o n e

w e e k of gr o wt h a n d w h e n pl a nt s w er e ei g ht- w e e k- ol d. D at a s h o w m e a n v al u e s ± S. E. L e v el s n ot c o n n e ct e d b y t h e s a m e l ett er ar e st ati sti c all y

diff er e nt ( T u k e y H S D, J M P Pr o 1 4 s oft w ar e p a c k a g e, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s wit h d at a c oll e ct e d fr o m 3 t o 6 pl a nt s p er e a c h e x p eri m e nt). ( F )

s h o w s a r e pr e s e nt ati v e i m a g e of l e a v e s (fr o m y o u n g t o ol d i n t h e dir e cti o n fr o m l eft t o ri g ht) of wil d t y p e a n d t h e o pt 3 m ut a nt b ot h gr o w n

h y dr o p o ni c all y f or 4 w e e k s wit h or wit h o ut c o p p er ( 1 2 5 n M C u or 0 n M C u , r e s p e cti v el y).
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Fi g ur e 7. T h e e x pr e s si o n of O P T 3 i s u pr e g ul at e d b y c o p p e r d efi ci e n c y.

F o ur- w e e k- ol d pl a nt s gr o w n h y dr o p o ni c all y wit h 2 5 0 n M C u S O
4

a n d a s u b s et of pl a nt s w a s tr a n sf err e d t o a fr e s h

m e di u m wit h o ut c o p p er. R o ot s w er e c oll e ct e d aft er 1 or 4 d a y s of tr e at m e nt s f or R T- q P C R a n al y si s. CI T F 1 w a s

u s e d a s a m ar k er of c o p p er d efi ci e n c y t o v ali d at e t h e effi ci e n c y of tr e at m e nt. S h o w n ar e m e a n v al u e s ± S. E.

A st eri s k s i n di c at e st ati sti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s fr o m t h e e x pr e s si o n of g e n e s u n d er c o ntr ol c o n diti o n, s et t o

o n e ( p < 0. 0 5, St u d e nt’ s t t e st, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s).
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Fi g ur e 8. C o p p e r s u p pl e m e nt ati o n p a rti all y r e s c u e s t h e m ol e c ul a r s y m pt o m s of c o p p e r d efi ci e n c y i n t h e o pt 3

m ut a nt.

Pl a nt s w er e gr o w n h y dr o p o ni c all y u n d er c o ntr ol c o n diti o n s ( w hit e b a r s ) u ntil t h e l at e- v e g et ati v e st a g e b ef or e a s u b s et of

pl a nt s w a s tr a n sf err e d t o a fr e s h m e di u m wit h hi g h er c o p p er c o n c e ntr ati o n s ( 2 5 0 n M C u S O 4 , li g ht gr e y b a r s i n A, B, E,

F, J, K or 5 0 0 n M C u S O
4
, d a r k gr e y b a r s i n C, D, G, H, L, M ). Pl a nt s w er e gr o w n f or a n ot h er w e e k pri or t o ti s s u e

c oll e cti o n a n d R T- q P C R a n al y si s. T h e tr a n s cri pt a b u n d a n c e of i n di c at e d g e n e s w a s n or m ali z e d t o t h e wil d t y p e gr o w n

u n d er c o ntr ol c o n diti o n s. D at a s h o w m e a n v al u e s ± S. E. L e v el s n ot c o n n e ct e d b y t h e s a m e l ett er ar e st ati sti c all y

diff er e nt ( T u k e y H S D, J M P Pr o 1 4 s oft w ar e p a c k a g e, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s wit h r o ot s p o ol e d fr o m 3 pl a nt s p er

e a c h e x p eri m e nt).
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Fi g ur e 9. T h e e x pr e s si o n of c o p p e r d efi ci e n c y m a r k e r s i s c o ntr oll e d b y t h e O P T 3 f u n cti o n i n t h e s h o ot.

T h e tr a n s cri pt a b u n d a n c e of c o p p er- ( A ) a n d ir o n- d efi ci e n c y (B ) m ar k er s i n r o ot s of gr aft e d pl a nt s. Wil d t y p e a n d t h e o pt 3

m ut a nt w er e u s e d f or r e ci pr o c al gr afti n g. Wt S / WtR , wil d t y p e s ci o n gr aft e d t o wil d t y p e r o ot st o c k ( c o ntr ol); o pt 3 S/ o pt 3 R ,

o pt 3 s ci o n gr aft e d t o o pt 3 r o ot st o c k; Wt S / o pt 3R , wil d t y p e s ci o n gr aft e d t o o pt 3 r o ot st o c k; o pt 3 S/ Wt R , o pt 3 s ci o n gr aft e d

t o wil d t y p e r o ot st o c k. S h o w n v al u e s r e pr e s e nt m e a n s ± S. E. A st eri s k s (*) i n di c at e st ati sti c all y si g nifi c a nt v al u e s of t h e

e x pr e s si o n l e v el i s > 2 or < 0. 5 c o m p ar e d t o c o ntr ol gr aft s ( p < 0. 0 5, b a s e d o n C F X M a n a g er 3. 1 ( BI O- R A D). S h o w n d at a

ar e r e pr e s e nt ati v e of t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s.

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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Fi g u r e 1 0. C o p p e r a n d i r o n d efi ci e n c y a p pli e d si m ult a n e o u sl y i n c r e a s e t h e e x p r e s si o n of

CI T F 1 a n d FI T , ir o n u pt a k e a n d d eli v e r y t o s h o ot s.

T h e tr a n s cri pt a b u n d a n c e of CI T F 1 ( A), FI T ( B) a n d ir o n c o n c e ntr ati o n i n r o ot s ( C) w er e a n al y z e d i n

pl a nt s gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o n s ( Ctr ) or wit h o ut c o o p er b ut wit h ir o n (- C u) f or f o ur w e e k s pri or t o

ti s s u e c oll e cti o n. T o a c hi e v e ir o n d efi ci e n c y, pl a nt s w er e gr o w n u n d er c o ntr ol c o n diti o n s f or t hr e e

w e e k s, tr a n sf err e d t o a s ol uti o n wit h o ut ir o n a n d gr o w n f or o n e a d diti o n al w e e k (- F e). F or t h e

si m ult a n e o u s ir o n a n d c o p p er d efi ci e n c y tr e at m e nt, pl a nt s w er e gr o w n wit h o ut c o p p er b ut wit h ir o n f or

t hr e e w e e k s a n d t h e n tr a n sf err e d t o a fr e s h h y dr o p o ni c m e di u m l a c ki n g b ot h c o p p er a n d ir o n. Ti s s u e s

w er e c oll e ct e d a n d a n al y s e d aft er a n a d diti o n al w e e k of gr o wt h (- C u - F e). M e a n v al u e s ± S. E ar e

s h o w n. L e v el s n ot c o n n e ct e d b y t h e s a m e l ett er ar e st ati sti c all y diff er e nt ( T u k e y H S D, J M P Pr o 1 4

s oft w ar e p a c k a g e, n = 3 i n d e p e n d e nt e x p eri m e nt s wit h r o ot s p o ol e d fr o m 3 pl a nt s p er e a c h

e x p eri m e nt).

.C C- B Y- N D  4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e  u n d er  a
( w hi c h  w a s  n ot  c ertifi e d  b y  p e er r e vi e w) i s t h e  a ut h or/f u n d er,  w h o  h a s  gr a nt e d  bi o R xi v  a li c e n s e t o  di s pl a y t h e  pr e pri nt i n  p er p et uit y. It i s  m a d e 
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L o w C u, s uffi ci e nt F e i n 
t h e o ut si d e m e di u m

A. t h ali a n a wil d t y p e A. t h ali a n a wil d t y p e A. t h ali a n a o pt 3 m ut a nt

F e a n d C u s uffi ci e n c y i n t h e o ut si d e m e di a

A B

Fi g ur e 1 1 . Alt e r e d F e -C u c r o s st al k i n t h e o pt 3 m ut a nt c o ntri b ut e s t o ir o n o v e r -a c c u m ul ati o n . A s ill u str at e d i n (A ), ir o n d efi ci e n c y i n t h e o ut si d e m e di u m c a u s e s c o p p er
a c c u m ul ati o n i n r o ot s a n d l e a v e s of A. t h ali a n a wil d t y p e w hil e c o p p er d efi ci e n c y i n t h e o ut si d e  m e di u m r e s ult s i n ir o n a c c u m ul ati o n ( B er n al et al ., 2 0 1 2 ; W at er s et al ., 2 0 1 2 ;
W at er s a n d Ar m br u st , 2 0 1 3 ; W at er s et al ., 2 0 1 4 ). B y c o ntr a st, hi g h ir o n st at u s c a n r e pr e s s c o p p er a c c u m ul ati o n i n A. t h ali a n a ( W at er s a n d Ar m br u st , 2 0 1 3 ). T hi s h a s b e e n
al s o d o c u m e nt e d i n a ni m al s p e ci e s ( Kl e v a y , 2 0 0 1 ; H a et al ., 2 0 1 6 ). I n t h e o pt 3 m ut a nt (B ) t h e s c e n ari o i s diff er e nt i n t h at, alt h o u g h b ot h ir o n a n d c o p p er ar e a v ail a bl e i n t h e
o ut si d e m e di u m, t h e o pt 3 m ut a nt e x p eri e n c e s si m ult a n e o u s ir o n a n d c o p p er d efi ci e n c y i n t h e p hl o e m (L o w  F e i n t h e  p hl o e m; L o w C u i n t h e P hl o e m , r e s p e cti v el y). L o w
ir o n a c c u m ul ati o n i n t h e p hl o e m sti m ul at e s tr a n s cri pti o n al ir o n d efi ci e n c y r e s p o n s e a n d ir o n a c c u m ul ati o n si n c e ir o n i s a v ail a bl e i n t h e o ut si d e  m e di u m . C o p p er d efi ci e n c y i n
t h e p hl o e m, r o ot s a n d l e a v e s al s o l e a d t o ir o n a c c u m ul ati o n a n d tr a n s cri pti o n al c o p p er d efi ci e n c y r e s p o n s e . I n cr e a s e d ir o n a c c u m ul ati o n fr o m b ot h p at h w a y s, i n t ur n,
d e cr e a s e s c o p p er u pt a k e f urt h er alt eri n g F e -C u cr o s st al k.

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
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d e p e n d e nt c o p p er u pt a k e a n d S P L 7- d e p e n d e nt c o p p er d efi ci e n c y r e s p o n s e s ar e r e q uir e d f or b a s al c a d mi u m t ol er a n c e i n A. t h ali a n a.
M et all o mi c s 5: 1 2 6 2- 1 2 7 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

G a y o m b a S R, J u n g HI, Y a n J, D a n k u J, R ut z k e M A, B er n al M, Kr a mer U, K o c hi a n L V, S alt D E, V at a ma ni u k O K ( 2 0 1 3) T h e C T R/ C O P T-
d e p e n d e nt c o p p er u pt a k e a n d S P L 7- d e p e n d e nt c o p p er d efi ci e n c y r e s p o n s e s ar e r e q uir e d f or b a s al c a d mi u m t ol er a n c e i n A. t h ali a n a.
M et all o mi c s 5: 1 2 6 2- 1 2 7 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

G a y o m b a S R, Z h ai Z, J u n g HI, V at a ma ni u k O K ( 2 0 1 5) L o c al a n d s yst e mi c si g n ali n g of ir o n st at u s a n d it s i nt er a cti o n s wit h h o me o st a si s of
ot h er e s s e nti al el e me nt s. Fr o nt Pl a nt S ci 6: 7 1 6

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Grill et L, L a n P, Li W, M o k k a p ati G, S c h mi dt W ( 2 0 1 8) I R O N M A N i s a u bi q uit o u s f a mil y of p e pti d e s t h at c o ntr ol ir o n tr a n s p ort i n pl a nt s.
N at Pl a nt s 4: 9 5 3- 9 6 3

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

H a J H, D o g u er C, Wa n g X, Fl or e s S R, C olli n s J F ( 2 0 1 6) Hi g h-Ir o n C o n s u m pti o n I m p air s Gr o wt h a n d C a u s e s C o p p er- D efi ci e n c y A n e mi a
i n We a nli n g S pr a g u e- D a wl e y R at s. P L o S O n e 1 1: e 0 1 6 1 0 3 3

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Hir a ya ma T, L ei G J, Y a maji N, N a k a g a w a N, M a J F ( 2 0 1 8) T h e P ut ati v e P e pti d e G e n e F E P 1 R e g ul at e s Ir o n D efi ci e n c y R e s p o n s e i n
Ar a bi d o p si s. Pl a nt C ell P h ysi ol 5 9: 1 7 3 9- 1 7 5 2

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

J ai n A, Wil s o n G, C o n n oll y E ( 2 0 1 4) T h e di v er s e r ol e s of F R O f a mil y met all or e d u ct a s e s i n ir o n a n d c o p p er h o me o st a si s. Fr o nti er s i n
Pl a nt S ci e n c e 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

J e o n g J, M er k o vi c h A, Cl y n e M, C o n n oll y E L ( 2 0 1 7) Dir e cti n g ir o n tr a n s p ort i n di c ot s: r e g ul ati o n of ir o n a c q ui siti o n a n d tr a n sl o c ati o n.
C urr O pi n Pl a nt Bi ol 3 9: 1 0 6- 1 1 3

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Ji a n g A, G u o Z, P a n J, Z h u a n g Y, Z u o D, H a o C, G a o Z, Xi n P, C h u J, Z h o n g S, et al. ( 2 0 2 0) T h e PI F 1- MI R 4 0 8- Pl a nt a c ya ni n R e pr e s si o n
C a s c a d e R e g ul at e s Li g ht D e p e n d e nt S e e d G er mi n ati o n. bi o R xi v: 2 0 2 0. 2 0 0 7. 2 0 2 0. 2 1 2 3 4 0

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

J o u n g J- G, C or b ett A M, F ell ma n S M, Ti e ma n D M, Kl e e H J, Gi o v a n n o ni J J, F ei Z ( 2 0 0 9) Pl a nt M et G e n M A P: A n I nt e gr ati v e A n al ysi s
S yst e m f or Pl a nt S yst e ms Bi ol o g y. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 5 1: 1 7 5 8- 1 7 6 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

J u n g H-i, G a y o m b a S R, R ut z k e M A, Cr aft E, K o c hi a n L V, V at a ma ni u k O K ( 2 0 1 2) C O P T 6 i s a pl a s ma me m br a n e tr a n s p ort er t h at f u n cti o n s
i n c o p p er h o me o st a si s i n Ar a bi d o p si s a n d i s a n o v el t ar g et of S Q U A M O S A pr o m ot er- bi n di n g pr ot ei n-li k e 7. T h e J o ur n al of bi ol o gi c al
c h e mi str y 2 8 7: 3 3 2 5 2- 3 3 2 6 7

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

J u n g HI, G a y o m b a S R, R ut z k e M A, Cr aft E, K o c hi a n L V, V at a ma ni u k O K ( 2 0 1 2) C O P T 6 i s a pl a s ma me m br a n e tr a n s p ort er t h at f u n cti o n s
i n c o p p er h o me o st a si s i n Ar a bi d o p si s a n d i s a n o v el t ar g et of S Q U A M O S A pr o m ot er- bi n di n g pr ot ei n-li k e 7. J Bi ol C h e m 2 8 7: 3 3 2 5 2-
3 3 2 6 7

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

K a st o ori R a ma m urt h y R, Xi a n g Q, H si e h E J, Li u K, Z h a n g C, Wat er s B M ( 2 0 1 8) N e w a s p e ct s of ir o n- c o p p er cr o s st al k u n c o v er e d b y
tr a n s cri pt o mi c c h ar a ct eri z ati o n of C ol- 0 a n d t h e c o p p er u pt a k e m ut a nt s pl 7 i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a. M et all o mi c s 1 0: 1 8 2 4- 1 8 4 0

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

K h a n M A, C a str o- G u err er o N A, M cI nt urf S A, N g u ye n N T, D a me A N, Wa n g J, Bi n d b e ut el R K, J o s hi T, J uri s s o n S S, N u si n o w D A, et al.

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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( 2 0 1 8) C h a n g e s i n ir o n a v ail a bilit y i n Ar a bi d o p si s ar e r a pi dl y s e n s e d i n t h e l e af v a s c ul at ur e a n d i m p air e d s e n si n g l e a d s t o o p p o sit e
tr a n s cri pti o n al pr o gr a ms i n l e a v e s a n d r o ot s. Pl a nt, C ell & E n vir o n me nt 4 1: 2 2 6 3- 2 2 7 6

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

K h a n M A, C a str o- G u err er o N A, M cI nt urf S A, N g u ye n N T, D a me A N, Wa n g J, Bi n d b e ut el R K, J o s hi T, J uri s s o n S S, N u si n o w D A, et al.
( 2 0 1 8) C h a n g e s i n ir o n a v ail a bilit y i n Ar a bi d o p si s ar e r a pi dl y s e n s e d i n t h e l e af v a s c ul at ur e a n d i m p air e d s e n si n g l e a d s t o o p p o sit e
tr a n s cri pti o n al pr o gr a ms i n l e a v e s a n d r o ot s. Pl a nt C ell E n vir o n 4 1: 2 2 6 3- 2 2 7 6

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Ki m S A, L a Cr oi x I S, G er b er S A, G u eri n ot M L ( 2 0 1 9) T h e ir o n d efi ci e n c y r e s p o n s e i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a r e q uir e s t h e p h o s p h or yl at e d
tr a n s cri pti o n f a ct or U RI. Pr o c e e di n g s of t h e N ati o n al Ac a d e my of S ci e n c e s 1 1 6: 2 4 9 3 3- 2 4 9 4 2

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Ki m S A, P u n s h o n T, L a n zir otti A, Li L, Al o n s o J M, E c k er J R, K a pl a n J, G u eri n ot M L ( 2 0 0 6) L o c ali z ati o n of Ir o n i n Ar a bi d o p si s  S e e d
R e q uir e s t h e V a c u ol ar M e m br a n e Tr a n s p ort er VI T 1. S ci e n c e 3 1 4: 1 2 9 5- 1 2 9 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Kl e v a y L M ( 2 0 0 1) Ir o n o v erl o a d c a n i n d u c e mil d c o p p er d efi ci e n c y. J Tr a c e El e m M e d Bi ol 1 4: 2 3 7- 2 4 0
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

K o b a ya s hi T ( 2 0 1 9) U n d er st a n di n g t h e C o m pl e xit y of Ir o n S e n si n g a n d Si g n ali n g C a s c a d e s i n Pl a nt s. Pl a nt C ell P h ysi ol 6 0: 1 4 4 0- 1 4 4 6
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Kr o h G E, Pil o n M ( 2 0 2 0) Mi cr o n utri e nt h o me o st a si s a n d c hl or o pl a st ir o n pr ot ei n e x pr e s si o n i s l ar g el y mai nt ai n e d i n a c hl or o pl a st
c o p p er tr a n s p ort er m ut a nt. F u n ct Pl a nt Bi ol 4 7: 1 0 4 1- 1 0 5 2

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

K u mar R K, C h u H- H, A b u n di s C, V a s q u e s K, R o dri g u e z D C, C hi a J- C, H u a n g R, V at a ma ni u k O K, Wal k er E L ( 2 0 1 7) Ir o n- Ni c oti a n a mi n e
Tr a n s p ort er s Ar e R e q uir e d f or Pr o p er L o n g Di st a n c e Ir o n Si g n ali n g Pl a nt P h ysi ol o g y 1 7 5: 1 2 5 4- 1 2 6 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

K u mar R K, C h u H H, A b u n di s C, V a s q u e s K, R o dri g u e z D C, C hi a J C, H u a n g R, V at a ma ni u k O K, Wal k er E L ( 2 0 1 7) Ir o n- Ni c oti a n a mi n e
Tr a n s p ort er s Ar e R e q uir e d f or Pr o p er L o n g Di st a n c e Ir o n Si g n ali n g. Pl a nt P h ysi ol 1 7 5: 1 2 5 4- 1 2 6 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

K urt F ( 2 0 2 1) A n I n si g ht i nt o Oli g o p e pti d e Tr a n s p ort er 3 ( O P T 3) F a mil y Pr ot ei n s. Pr ot ei n a n d P e pti d e L ett er s 2 8: 4 3- 5 4
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

L a n g me a d B, Tr a p n ell C, P o p M, S al z b er g S L ( 2 0 0 9) Ultr af a st a n d me m or y- effi ci e nt ali g n me nt of s h ort D N A s e q u e n c e s t o t h e h u ma n
g e n o me. G e n o me Bi ol o g y 1 0: R 2 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Li W F, L a n P ( 2 0 1 7) T h e U n d er st a n di n g of t h e Pl a nt Ir o n D efi ci e n c y R e s p o n s e s i n Str at e g y I Pl a nt s a n d t h e R ol e of Et h yl e n e i n T hi s
Pr o c e s s b y O mi c A p pr o a c h e s. Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

L o v e MI, H u b er W, A n d er s S ( 2 0 1 4) M o d er at e d e sti mati o n of f ol d c h a n g e a n d di s p er si o n f or R N A- s e q d at a wit h D E S e q 2. G e n o me
Bi ol o g y 1 5: 5 5 0

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

L u b k o wit z M ( 2 0 1 1) T h e Oli g o p e pti d e Tr a n s p ort er s: A S mall G e n e F a mil y wit h a Di v er s e Gr o u p of S u b str at e s a n d F u n cti o n s ? M ol Pl a nt
4: 4 0 7- 4 1 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

M a a s F M, v a n d e Wet eri n g D A, v a n B e u si c h e m M L, Bi e nf ait H F ( 1 9 8 8) C h ar a ct eri z ati o n of p hl o e m ir o n a n d it s p o s si bl e r ol e i n t h e
r e g ul ati o n of F e- effi ci e n c y r e a cti o n s. Pl a nt P h ysi ol 8 7: 1 6 7- 1 7 1

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

M ai H J, Li n d er ma yr C, v o n T o er n e C, Fi n k- Str a u b e C, D ur n er J, B a u er P ( 2 0 1 5) Ir o n a n d F E R- LI K E I R O N D E FI CI E N C Y-I N D U C E D
T R A N S C RI P TI O N F A C T O R- d e p e n d e nt r e g ul ati o n of pr ot ei n s a n d g e n e s i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a r o ot s. Pr ot e o mi c s 1 5: 3 0 3 0- 3 0 4 7

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

M al z er W, K a n n gi e ß er B ( 2 0 0 5) A M o d el f or t h e C o nf o c al V ol u me of 3 D Mi cr o X-r a y Fl u or e s c e n c e S p e ctr o met er. S p e ctr o c hi mi c a Act a
P art B: At o mi c S p e ctr o s c o p y 6 0: 1 3 3 4- 1 3 4 1

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

M a nt o u v al o u I, M al z er W, K a n n gi e ß er B ( 2 0 1 2) Q u a ntifi c ati o n f or 3 D mi cr o X-r a y fl u or e s c e n c e. S p e ctr o c hi mi c a Act a P art B: At o mi c
S p e ctr o s c o p y 7 7: 9- 1 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

M a nt o u v al o u I, M al z er W, K a n n gi e s s er B ( 2 0 1 2) Q u a ntifi c ati o n f or 3 D mi cr o X-r a y fl u or e s c e n c e. S p e ctr o c hi mi c a Act a P art B- At o mi c
S p e ctr o s c o p y 7 7: 9- 1 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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M e n d o z a- C ó z atl D G, Xi e Q, Ak ma kji a n G Z, J o b e T O, P at el A, St a c e y M G, S o n g L, D e m oi n D W, J uri s s o n S S, St a c e y G, et al. ( 2 0 1 4) O P T 3
i s a c o m p o n e nt of t h e ir o n- si g n ali n g n et w or k b et w e e n l e a v e s a n d r o ot s a n d mi sr e g ul ati o n of O P T 3 l e a d s t o a n o v er- a c c u m ul ati o n of
c a d mi u m i n s e e d s. M ol Pl a nt 7: 1 4 5 5- 1 4 6 9

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

M u k h erj e e I, C a m p b ell N H, As h J S, C o n n oll y E L ( 2 0 0 6) E x pr e s si o n pr ofili n g of t h e Ar a bi d o p si s f erri c c h el at e r e d u ct a s e ( F R O) g e n e
f a mil y r e v e al s diff er e nti al r e g ul ati o n b y ir o n a n d c o p p er. Pl a nt a 2 2 3: 1 1 7 8- 1 1 9 0

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

N e w vill e M ( 2 0 1 3) L ar c h: A n A n al ysi s P a c k a g e f or X A F S a n d R el at e d S p e ctr o s c o pi e s. J. P h ys.: C o nf. S er. 4 3 0
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

O s a w a H, St a c e y G, G a s s ma n n W ( 2 0 0 6) S c O P T 1 a n d At O P T 4 f u n cti o n a s pr ot o n- c o u pl e d oli g o p e pti d e tr a n s p ort er s wit h br o a d b ut
di sti n ct s u b str at e s p e cifi citi e s. Bi o c h e mi c al J o ur n al 3 9 3: 2 6 7- 2 7 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

P otti er M, D u m o nt J, M a s cl a u x- D a u br e s s e C, T h o mi n e S ( 2 0 1 9) A ut o p h a g y i s e s s e nti al f or o pti mal tr a n sl o c ati o n of ir o n t o s e e d s i n
Ar a bi d o p si s. J o ur n al of e x p eri me nt al b ot a n y 7 0: 8 5 9- 8 6 9

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Q u a st C, Pr u e s s e E, Yil ma z P, G er k e n J, S c h w e er T, Y ar z a P, P e pli e s J, Gl ö c k n er F O ( 2 0 1 3) T h e SI L V A ri b o s o mal R N A g e n e d at a b a s e
pr oj e ct: i m pr o v e d d at a pr o c e s si n g a n d w e b- b a s e d t o ol s. N u cl ei c Aci d s R e s e ar c h 4 1: 7

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

R a h mati I s h k a M, V at a ma ni u k O K ( 2 0 2 0) C o p p er d efi ci e n c y alt er s s h o ot ar c hit e ct ur e a n d r e d u c e s f ertilit y of b ot h g y n o e ci u m a n d
a n dr o e ci u m i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a. Bi o R xi v

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

R a h mati I s h k a M, V at a ma ni u k O K ( 2 0 2 0) C o p p er d efi ci e n c y alt er s s h o ot ar c hit e ct ur e a n d r e d u c e s f ertilit y of b ot h g y n o e ci u m a n d
a n dr o e ci u m i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a. Pl a nt Dir e ct 4: e 0 0 2 8 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

R ai S, Si n g h P K, M a n k oti a S, S w ai n J, S at b h ai S B ( 2 0 2 1) Ir o n h o me o st a si s i n pl a nt s a n d it s cr o s st al k wit h c o p p er, zi n c, a n d ma n g a n e s e.
Pl a nt Str e s s 1: 1 0 0 0 0 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

R a v et K, D a nf or d F L, Di hl e A, Pitt ar ell o M, Pil o n M ( 2 0 1 1) S p ati ot e m p or al A n al ysi s of C o p p er H o me o st a si s i n P o p ul u s tri c h o c ar p a
R e v e al s a n I nt e gr at e d M ol e c ul ar R e m o d eli n g f or a Pr ef er e nti al All o c ati o n of C o p p er t o Pl a st o c ya ni n i n t h e C hl or o pl a st s of D e v el o pi n g
L e a v e s. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 5 7: 1 3 0 0- 1 3 1 2

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

R a v et K, Pil o n M ( 2 0 1 3) C o p p er a n d Ir o n H o me o st a si s i n Pl a nt s: T h e C h all e n g e s of O xi d ati v e Str e s s. A nti o xi d a nt s & R e d o x Si g n ali n g
1 9: 2 3

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

R e e s E M, L e e J, T hi el e D J ( 2 0 0 4) M o bili z ati o n of I ntr a c ell ul ar C o p p er St or e s b y t h e Ctr 2 V a c u ol ar C o p p er Tr a n s p ort er. J o ur n al of
Bi ol o gi c al C h e mi str y 2 7 9: 5 4 2 2 1- 5 4 2 2 9

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

R o drı ǵ u e z FI, E s c h J J, H all A E, Bi n d er B M, S c h all er G E, Bl e e c k er A B ( 1 9 9 9) A C o p p er C of a ct or f or t h e Et h yl e n e R e c e pt or E T R 1 fr o m
Ar a bi d o p si s. S ci e n c e 2 8 3: 9 9 6- 9 9 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

S c h ott- V er d u g o S, M üll er L, Cl a s s e n E, G o hl k e H, Gr ot h G ( 2 0 1 9) Str u ct ur al M o d el of t h e E T R 1 Et h yl e n e R e c e pt or Tr a n s me m br a n e
S e n s or D o mai n. S ci e ntifi c R e p ort s 9: 8 8 6 9

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

S c h w ar z B, B a u er P ( 2 0 2 0) FI T, a r e g ul at or y h u b f or ir o n d efi ci e n c y a n d str e s s si g n ali n g i n r o ot s, a n d FI T- d e p e n d e nt a n d -i n d e p e n d e nt
g e n e si g n at ur e s. J E x p B ot 7 1: 1 6 9 4- 1 7 0 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

S h a h b a z M, R a v et K, P e er s G, Pil o n M ( 2 0 1 5) Pri oriti z ati o n of c o p p er f or t h e u s e i n p h ot o s y nt h eti c el e ctr o n tr a n s p ort i n d e v el o pi n g
l e a v e s of h y bri d p o pl ar. Fr o nti er s i n Pl a nt S ci e n c e 6

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

S h e n g H, Ji a n g Y, I s h k a M R, C hi a J- C, D o k u c h a ye v a T, K a v ul yc h Y, Z a v o d n a T- O, M e n d o z a P N, H u a n g R, S mi e s h k a L M, et al. ( 2 0 2 1)
Y S L 3- me di at e d c o p p er di stri b uti o n i s r e q uir e d f or f ertilit y, gr ai n yi el d, a n d si z e i n Br a c h y p o di u m. Pl a nt P h ysi ol o g y:
2 0 1 9. 2 0 1 2. 2 0 1 2. 8 7 4 3 9 6

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

S h e n g H, Ji a n g Y, I s h k a M R, C hi a J C, D o k u c h a ye v a T, K a v ul yc h Y, Z a v o d n a T O, M e n d o z a P N, H u a n g R, S mi e s h k a L M, et al. ( 2 0 2 1)
Y S L 3- me di at e d c o p p er di stri b uti o n i s r e q uir e d f or f ertilit y, s e e d si z e a n d pr ot ei n a c c u m ul ati o n i n Br a c h y p o di u m. Pl a nt P h ysi ol 1 8 6: 6 5 5-
6 7 6

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

S ol é V A, P a pill o n E, C ott e M, Walt er P, S u si ni J ( 2 0 0 7) A m ulti pl atf or m c o d e f or t h e a n al ysi s of e n er g y- di s p er si v e X-r a y fl u or e s c e n c e
s p e ctr a. S p e ctr o c hi mi c a Act a P art B: At o mi c S p e ctr o s c o p y 6 2: 6 3- 6 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

S pi el ma n n J, V ert G ( 2 0 2 0) T h e ma n y f a c et s of pr ot ei n u bi q uiti n ati o n a n d d e gr a d ati o n i n pl a nt r o ot ir o n- d efi ci e n c y r e s p o n s e s. J o ur n al
of E x p eri me nt al B ot a n y 7 2: 2 0 7 1- 2 0 8 2

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

St a c e y M G, K o h S, B e c k er J, St a c e y G ( 2 0 0 2) At O P T 3, a M e m b er of t h e Oli g o p e pti d e Tr a n s p ort er F a mil y, I s E s s e nti al f or E m br y o
D e v el o p me nt i n Ar a bi d o p si s. T h e Pl a nt C ell 1 4: 2 7 9 9- 2 8 1 1

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

St a c e y M G, P at el A, M c Cl ai n W E, M at hi e u M, R e ml e y M, R o g er s E E, G a s s ma n n W, Bl e vi n s D G, St a c e y G ( 2 0 0 8) T h e Ar a bi d o p si s
At O P T 3 Pr ot ei n F u n cti o n s i n M et al H o me o st a si s a n d M o v e me nt of Ir o n t o D e v el o pi n g S e e d s. Pl a nt P h ysi ol o g y 1 4 6: 5 8 9- 6 0 1

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Tr a p n ell C, P a c ht er L, S al z b er g S L ( 2 0 0 9) T o p H at: di s c o v eri n g s pli c e j u n cti o n s wit h R N A- S e q. Bi oi nf or mati c s 2 5: 7
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

T s a n g T, P o si m o J M, G u di el A A, Ci c c hi ni M, F el d s er D M, Br a d y D C ( 2 0 2 0) C o p p er i s a n e s s e nti al r e g ul at or of t h e a ut o p h a gi c ki n a s e s
U L K 1/ 2 t o dri v e l u n g a d e n o c ar ci n o ma. N at ur e c ell bi ol o g y 2 2: 4 1 2- 4 2 4

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

T ur s ki M L, Br a d y D C, Ki m H J, Ki m B E, N o s e Y, C o u nt er C M, Wi n g e D R, T hi el e D J ( 2 0 1 2) A n o v el r ol e f or c o p p er i n R a s/ mit o g e n-
a cti v at e d pr ot ei n ki n a s e si g n ali n g. M ol C ell Bi ol 3 2: 1 2 8 4- 1 2 9 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

T ur s ki M L, T hi el e D J ( 2 0 0 9) N e w r ol e s f or c o p p er met a b oli s m i n c ell pr olif er ati o n, si g n ali n g, a n d di s e a s e. J Bi ol C h e m 2 8 4: 7 1 7- 7 2 1
G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Wat er s B M, Ar m br u st L C ( 2 0 1 3) O pti mal c o p p er s u p pl y i s r e q uir e d f or n or mal pl a nt ir o n d efi ci e n c y r e s p o n s e s. Pl a nt Si g n al B e h a v 8:
e 2 6 6 1 1

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Wat er s B M, M cI nt urf S A, A m u n d s e n K ( 2 0 1 4) Tr a n s cri pt o mi c a n d p h ysi ol o gi c al c h ar a ct eri z ati o n of t h e f ef e m ut a nt of mel o n ( C u c u mi s
mel o) r e v e al s n e w a s p e ct s of ir o n- c o p p er cr o s st al k. N e w P h yt ol 2 0 3: 1 1 2 8- 1 1 4 5

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Wat er s B M, M cI nt urf S A, St ei n R J ( 2 0 1 2) R o s ett e ir o n d efi ci e n c y tr a n s cri pt a n d mi cr o R N A pr ofili n g r e v e al s li n k s b et w e e n c o p p er a n d
ir o n h o me o st a si s i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a. J E x p B ot 6 3: 5 9 0 3- 5 9 1 8

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

W o n g k a e w A, As a ya ma K, Kit ai w a T, N a k a m ur a SI, K oji ma K, St a c e y G, S e ki m ot o H, Y o k o ya ma T, O h k a ma- O ht s u N ( 2 0 1 8) At O P T 6
Pr ot ei n F u n cti o n s i n L o n g- Di st a n c e Tr a n s p ort of Gl ut at hi o n e i n Ar a bi d o p si s t h ali a n a. Pl a nt a n d C ell P h ysi ol o g y 5 9: 1 4 4 3- 1 4 5 1

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

W u Y, Z h a n g D, C h u J e e Y, B o yl e P, Wa n g Y, Bri n dl e I a n D, D e L u c a V, D e s pr é s C ( 2 0 1 2) T h e Ar a bi d o p si s N P R 1 Pr ot ei n I s a R e c e pt or
f or t h e Pl a nt D ef e n s e H or m o n e S ali c yli c Aci d. C ell R e p ort s 1: 6 3 9- 6 4 7

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Y a ma s a ki H, H a ya s hi M, F u k a z a w a M, K o b a ya s hi Y, S hi k a n ai T ( 2 0 0 9) S Q U A M O S A Pr o m ot er Bi n di n g Pr ot ei n- Li k e 7 I s a C e ntr al
R e g ul at or f or C o p p er H o me o st a si s i n Ar a bi d o p si s. Pl a nt C ell 2 1: 3 4 7- 3 6 1

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Y a n J, C hi a J- C, S h e n g H, J u n g H-i, Z a v o d n a T- O, Z h a n g L, H u a n g R, Ji a o C, Cr aft E J, F ei Z, et al. ( 2 0 1 7) Ar a bi d o p si s P oll e n F ertilit y
R e q uir e s t h e Tr a n s cri pti o n F a ct or s CI T F 1 a n d S P L 7 T h at R e g ul at e C o p p er D eli v er y t o A nt h er s a n d J a s m o ni c Aci d S y nt h e si s. T h e
Pl a nt C ell 2 9: 3 0 1 2- 3 0 2 9

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Z h ai Z, G a y o m b a S R, J u n g H-I, Vi mal a k u mari N K, Pi ñ er o s M, Cr aft E, R ut z k e M A, D a n k u J, L a h n er B, P u n s h o n T, et al. ( 2 0 1 4) O P T 3 I s a
P hl o e m- S p e cifi c Ir o n Tr a n s p ort er T h at I s E s s e nti al f or S yst e mi c Ir o n Si g n ali n g a n d R e di stri b uti o n of Ir o n a n d C a d mi u m i n Ar a bi d o p si s.
T h e Pl a nt c ell 2 6: 2 2 4 9- 2 2 6 4

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Z h ai Z, G a y o m b a S R, J u n g H-i, Vi mal a k u mari N K, Pi ñ er o s M, Cr aft E, R ut z k e M A, D a n k u J, L a h n er B, P u n s h o n T, et al. ( 2 0 1 4) O P T 3 i s a
p hl o e m- s p e cifi c ir o n tr a n s p ort er t h at i s e s s e nti al f or s yst e mi c ir o n si g n ali n g a n d r e di stri b uti o n of ir o n a n d c a d mi u m i n Ar a bi d o p si s.
Pl a nt C ell 2 6: 2 2 4 9- 2 2 6 4

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

Z h a n g Z, Xi e Q, J o b e T O, K a u A R, Wa n g C, Li Y, Qi u B, Wa n g Q, M e n d o z a- C ó z atl D G, S c hr o e d er JI ( 2 0 1 6) I d e ntifi c ati o n of At O P T 4 a s a
Pl a nt Gl ut at hi o n e Tr a n s p ort er. M ol Pl a nt 9: 4 8 1- 4 8 4

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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Z h o n g S, J o u n g J- G, Z h e n g Y, C h e n Y-r, Li u B, S h a o Y, Xi a n g J Z, F ei Z, Gi o v a n n o ni J J ( 2 0 1 1) Hi g h- T hr o u g h p ut Ill u mi n a Str a n d- S p e cifi c
R N A S e q u e n ci n g Li br ar y Pr e p ar ati o n. C ol d S pri n g H ar b or Pr ot o c ol s 2 0 1 1: p d b. pr ot 5 6 5 2

G o o gl e S c h ol ar: A ut h or O nl y  Titl e O nl y  A ut h or a n d Titl e

.C C- B Y- N D 4. 0 I nt er n ati o n al li c e n s ea v ail a bl e u n d er a
( w hi c h w a s n ot c ertifi e d b y p e er r e vi e w) i s t h e a ut h or/f u n d er, w h o h a s gr a nt e d bi o R xi v a li c e n s e t o di s pl a y t h e pr e pri nt i n p er p et uit y. It i s m a d e 
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