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RESUMO

PAPEL DO TRANSPORTADOR OsHMAS NAS RESPOSTAS DE PLANTAS DE
ARROZ (Oryza sativa L.) A DEFICIENCIA E EXCESSO DE COBRE

AUTORA: Bianca Knebel Del Frari
ORIENTADOR: Fernando Teixeira Nicoloso

O cobre (Cu) € um elemento mineral essencial em funcéo de ser cofator de muitas proteinas
que participam em processos fisioldgicos importantes, como a plastocianina na cadeia de
transporte de elétrons na fotoquimica. Entretanto, seu excesso ou deficiéncia pode implicar em
efeitos negativos a varios componentes celulares. Assim, através de diferentes mecanismos as
plantas precisam manter a homeostase de Cu nas células. Dentre esses mecanismos, em
Arabidopsis thaliana ja foi caracterizado um mecanismo em resposta a deficiéncia de Cu,
conhecido como economia de Cu. Apesar do crescente avanco na caracterizacdo de proteinas
envolvidas na homeostase de Cu, ainda é necessario entender suas relacdes com processos
fisiolégicos importantes, como a fotossintese, e 0s mecanismos relacionados a tolerancia e a
deficiéncia de Cu em diferentes espécies vegetais. Nesse contexto, o objetivo do presente
trabalho foi caracterizar aspectos relacionados a homeostase de Cu em Oryza sativa através do
papel do transportador OsHMAS, bem como de parametros fisiologicos, morfoldgicos e
moleculares do tipo selvagem (cv. Nipponbare) e do mutante oshmab5. O trabalho foi conduzido
em sala de crescimento controlada, no qual plantas do tipo selvagem (cv. Nipponbare) e do
mutante oshma5 foram submetidas a trés concentracées de Cu (sem adigdo de Cu “0”; 0,2 e 20
uM) em solugdo nutritiva durante 13 dias. Em resposta a deficiéncia de Cu, plantas do tipo
selvagem apresentaram maior expressao do transportador de Cu OsCOPT1 e diminui¢do dos
parametros fotossintéticos ETR e Y(II), antes de demonstrarem reducdo em parametros de
crescimento. Além disso, o tipo selvagem na condi¢édo de deficiéncia de Cu apresentou 0 mesmo
comportamento do mutante oshmab nos parametros ETR e Y(I1). Houve menor concentracdo
de elementos minerais (Cu, Fe, Mg e Zn) nos tecidos de parte aérea do mutante oshma5 em 20
uM de Cu em relagdo ao tipo selvagem. No entanto, o tipo selvagem apresentou maior
concentracdo desses elementos na parte aérea de plantas submetidas a 20 uM de Cu em relagéo
as demais concentracdes de Cu. Porém, ambos apresentaram menor concentracdo de Mn nos
tecidos de raizes com o aumento da concentracdo de Cu na solucéo nutritiva. Ainda, a maior
concentracdo de Cu na solucdo nutritiva ocasionou efeitos negativos em parametros de
crescimento (matéria seca de raizes e de parte aérea, area foliar, comprimento e area de
superficie de raizes) no tipo selvagem e no mutante oshmab, evidenciando que o transportador
OsHMADS néo contribui de modo significativo a tolerancia ao excesso de Cu. No tipo selvagem,
0s miRNAs analisados (miRNA397ab, miRNA398b e miRNA408) sdo induzidos em deficiéncia
de Cu, sendo assim parece que 0 mecanismo de economia de Cu e conservado em Oryza sativa.

Palavras-chave: Fotoquimica. Metais pesados. MicroRNAs. Mutante.



ABSTRACT

ROLE OF OsHMA5 TRANSPORTER IN THE RESPONSES OF RICE PLANTS
(Oryza sativa L.) TO THE COPPER DEFICIENCY AND EXCESS

AUTHOR: Bianca Knebel Del Frari
ADVISOR: Fernando Teixeira Nicoloso

Copper (Cu) is an essential mineral element as a cofactor of many proteins that participate in
important physiological processes, such as plastocyanin that acts in the electron transport chain
in photochemistry. However, its excess or deficiency may imply several negative effects on
cells components. Therefore, the plants need to maintain Cu homeostasis on the cells through
different mechanisms. Among them, a mechanism in response to Cu deficiency, known as Cu
economy, has already been characterized in Arabidopsis thaliana. Despite of the growing
advance in characterization of proteins involved in Cu homeostasis, it is still necessary to
understand its relations with important physiological processes, such as photosynthesis, and
mechanisms related to Cu tolerance and deficiency in different plant species. In this context,
the objective of the present work was to characterize aspects related to Cu homeostasis in Oryza
sativa through the role of the OsHMAGS transporter, as well as physiological, morphological
and molecular parameters of both wild type (cv. Nipponbare) and oshma5 mutant. The
experiment was carried out in a controlled growth room in which wild type (cv. Nipponbare)
and oshma5 mutant plants were submitted to three concentrations of Cu (without addition of
Cu"0"; 0.2 and 20 uM) in nutrient solution for 13 days. In response to Cu deficiency, wild type
plants showed higher expression of the OsCOPT1 Cu transporter and lower photosynthetic
parameters of ETR and Y(I1), before demonstrating reduction in growth parameters. In addition,
the wild type in the Cu deficiency condition showed the same behavior of the oshma5 mutant
in the ETR and Y(Il) parameters. There was lower concentration of mineral elements (Cu, Fe,
Mg and Zn) in the shoot of the oshmab5 mutant in 20 uM of Cu compared to the wild type.
However, the wild type presented higher concentration of these elements in the shoot of plants
submitted to 20 uM of Cu in relation to the other concentrations of Cu. However, both presented
lower Mn concentration on root tissues with the Cu increases in the nutrient solution. In
addition, the higher concentration of Cu in the nutrient solution caused negative effects on
growth parameters (dry matter of roots and shoot, leaf area, length and root surface area) in
wild type and oshma5 mutant, evidencing that the transporter OsSHMADS does not contribute
significantly to tolerance of Cu excess. In the wild type, the miRNAs analyzed (miRNA397ab,
miRNA398b and miRNA408) are induced in Cu deficiency, so it seems that the Cu economy
mechanism is conserved in Oryza sativa.

Keywords: Photochemistry. Heavy metals. MicroRNAs. Mutant.
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1 INTRODUCAO

O cobre (Cu) esta envolvido em muitos processos fisiologicos importantes nos vegetais
em funcdo de ser cofator de proteinas como as cobre-zinco superoxido dismutase (CuZnSODs),
citocromo c oxidase, plastocianina, polifenol oxidase, proteinas da via de secre¢do, como as
lacases e plantacianinas, e ainda, do receptor de etileno (ETR1) (BURKHEAD et al., 2009;
RODRIGUEZ et al., 1999; YRUELA, 2009). Assim, o Cu é um micronutriente e sua
essencialidade esta muito relacionada com sua propriedade redox, a qual permite sua
participacdo em reacGes de transferéncia de elétrons (YRUELA, 2005). Porém, a mesma
propriedade também pode contribuir para sua toxidez aos organismos vivos (BERNAL et al.,
2012; BURKHEAD et al., 2009; YRUELA, 2005).

O excesso de metais pesados nas células pode aumentar a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs), como o anion superdxido (O2™), peréxido de hidrogénio (H202), oxigénio
singleto (*02) e radical hidroxil (OH") (GILL; TUTEJA, 2010; RAVET; PILON, 2013;
SHARMA et al., 2012). Por consequéncia, em condi¢cdes de excesso de Cu pode ocorrer um
desbalanco entre a concentracdo de EROs e o sistema antioxidante vegetal, resultando no
estresse oxidativo nas células (GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012; SHINAKAI et
al., 2003). O sistema de defesa vegetal possui antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos
(SHARMA et al., 2012). Dentre esses, as enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
incluindo as CuzZnSOD, séo consideradas a primeira linha de defesa de plantas contra espécies
reativas de oxigénio (EROs) (GILL et al., 2015; GILL; TUTEJA, 2010). Essas metaloenzimas
sdo responsaveis pela conversdo do O>" em H20; e O, reduzindo assim a possibilidade da
reacdo de Haber-Weiss, pois O2" e H20> sdo substratos para essa reagéo (GILL et al., 2015;
GILL; TUTEJA, 2010).

Com intuito de evitar possiveis danos em componentes celulares e ao metabolismo
vegetal, as plantas precisam regular a concentracdo de Cu nas células (YRUELA, 2009). Assim,
para manter a homeostase de Cu sdo necessarios diferentes transportadores de membrana que
controlam a concentracao e distribuigdo adequada de Cu nos tecidos e células, além de proteinas
reguladoras, como os fatores de transcrigéo, e quelantes, como as metalotioneinas (CLEMENS,
2001; PENARRUBIA et al., 2015; YRUELA, 2005; YRUELA, 2009).

Ainda, como o Cu é um elemento mineral essencial, sua deficiéncia também é
prejudicial as plantas (YRUELA, 2009). Em resposta a deficiéncia de Cu, em geral, as plantas
podem apresentar estratégias como aumentar a expressao de transportadores relacionados a

absorcéo desse metal e/ou adaptar seu metabolismo para otimizar o uso do Cu (BERNAL et al.,
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2012; YAMASAKI et al., 2009). Nesse sentido, sabe-se que plantas de Arabidopsis thaliana
apresentam um mecanismo conhecido como economia de Cu, no qual o Cu é direcionado com
prioridade a proteinas que participam de processos fundamentais no metabolismo vegetal, como
a plastocianina e reduz o uso de Cu por proteinas que podem ser substituidas, como as
CuzZnSODs pelas FeSODs, bem como por proteinas consideradas menos essenciais ao
metabolismo vegetal (ABDEL-GHANY; PILON, 2008; BURKHEAD et al., 2009). O
regulador desse mecanismo em Arabidopsis thaliana ¢ o fator de transcricdo SPL7, o qual pode
regular indiretamente proteinas cupricas a partir de microRNAs especificos ou diretamente
proteinas envolvidas na homeostase de Cu via ligacdo em sequéncias especificas no promotor
dos genes alvos (YAMASAKI et al., 2009). Parece que esse mecanismo de adaptacdo a
deficiéncia de Cu pode ser conservado em arroz (Oryza sativa L.), devido seu genoma codificar
microRNAs homologos aos que participam desse mecanismo em A. thaliana (YAMASAKI,
PILON; SHIKANALI, 2008).

O arroz além de ser uma importante cultura agricola no mundo, apresenta uma base de
dados moleculares bem estabelecida, assim é uma planta modelo para estudos em
monocotileddneas (SONG et al., 2013). Até o momento, ja foram descritos transportadores de
Cu em arroz membros das familias COPT (YUAN et al., 2010; YUAN et al., 2011), YSL
(ZHENG et al., 2012) e HMA (DENG et al., 2013; HUANG et al., 2016; LEE et al., 2007).

O conhecimento do transporte de metais nos vegetais pode contribuir para ser utilizado
na engenharia genética com intuito de obter plantas com tolerancia e acimulo alteradas para
determinado metal, como o0 Cu (PILON-SMITS; PILON, 2002; YRUELA, 2005). Desse modo,
pode-se desenvolver plantas para 0 uso na fitorremediacao, para aumentar a produtividade de
diferentes culturas em solos com excesso ou deficiéncia de Cu, e ainda, para aumentar ou
reduzir a entrada de Cu na cadeia alimentar (HUANG et al., 2016; PILON-SMITS; PILON,
2002; YRUELA, 2005).

Apesar de um crescente interesse nos Ultimos anos sobre a homeostase de Cu em plantas,
muitos transportadores de Cu precisam ser identificados e caracterizados. Ainda, € necessario
entender como influenciam em processos fisiolégicos importantes, como a fotossintese, e 0s
mecanismos relacionados a tolerancia e a deficiéncia de Cu em diferentes espécies vegetais.
Desse modo, este trabalho objetiva compreender melhor aspectos relacionados com a
homeostase de Cu, bem como sobre o papel do transportador OsHMA5 em Oryza sativa,
através de parametros fisiol6gicos, morfolégicos e moleculares com o uso do tipo selvagem

(cv. Nipponbare) e do mutante oshmab.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 ODbjetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a homeostase de Cu em Oryza sativa

através de um mutante com perda de funcdo no gene OsHMAS (Heavy Metal Associated 5).

1.1.2 Objetivos especificos

Caracterizar a expressao de genes relacionados a homeostase de Cu em plantas do tipo
selvagem (cv. Nipponbare).

Analisar alteracBes em parametros fotossintéticos em folhas de plantas do mutante
oshmab e do tipo selvagem sob diferentes concentracoes de Cu.

Avaliar aspectos bioquimicos e morfoldgicos em plantas do mutante oshma5 e do tipo

selvagem sob diferentes concentracGes de Cu.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 IMPORTANCIA DO COBRE AS PLANTAS

O Cu é um micronutriente e sua essencialidade esta relacionada, principalmente, com
sua habilidade de variar entre sua forma oxidada (Cu?*) e reduzida (Cu*), a qual permite sua
participacdo em reacdes de transferéncia de elétrons (YRUELA, 2009; YRUELA, 2013). A
forma Cu?* tem maior facilidade de se ligar ao nitrogénio no residuo de histidina, ja a forma
que é mais instavel, Cu*, possui afinidade com o enxofre nos residuos de cisteina e metionina
(YRUELA, 2013). Por essa facilidade de interagir com esses elementos mais de 98% do Cu no
tecido vegetal se encontra na forma complexada (MARSCHNER, 2012).

Existem muitas proteinas dependentes de Cu, entre essas estdo as cobre-zinco
superdxido dismutase (CuzZnSODs), citocromo ¢ oxidase, plastocianina, polifenol oxidase,
proteinas da via de secre¢do, como as lacases e plantacianinas, e ainda, o receptor de etileno
(ETR1) (BURKHEAD et al, 2009; SHIKANAI et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 1999;
YRUELA, 2009). Por consequéncia, € um elemento que participa em processos fundamentais
no metabolismo vegetal como a fotossintese, respiracdo, metabolismo da parede celular,
percepcdo hormonal e na prote¢do contra o estresse oxidativo (BURKHEAD et al., 2009;
MARSCHNER, 2012; YRUELA, 2005; YRUELA, 2009).

2.1.1 Proteinas cupricas

A plastocianina possui um atomo de Cu em sua estrutura e é a proteina clprica em maior
concentracdo nos cloroplastos (MARSCHNER, 2012; YRUELA, 2013). E uma proteina
soltvel e possui uma massa molecular de aproximadamente 10,5 kDa (YRUELA, 2013).
Localiza-se, mais especificamente, no limen dos tilacoides e é responsavel pelo transporte de
elétrons entre o citocromo bef e o fotossistema I (PSI) na fase fotoquimica (SHIKANAI et al.,
2003; YRUELA, 2013). Pode ser encontrada nos cloroplastos na forma holoplastocianina
(contém Cu) e na forma instavel apoplastocianina (sem Cu), sendo a ultima predominante
quando ha deficiéncia de Cu nos cloroplastos (ABDEL-GHANY et al., 2005; LI et al., 1990;
SHIKANAI et al., 2003).

Em Arabidopsis ha dois genes nucleares que codificam para plastocianina (PETE1 e

PETE2), os quais se diferenciam quanto a regulacdo em relagdo ao Cu e ndo ha uma
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compensacao entre eles (ABDEL-GHANY, 2009). O acumulo de PETE1 é independente da
concentracdo de Cu e é uma proteina fundamental para o transporte de elétrons em condicoes
de deficiéncia de Cu, j& que 0 mutante pete2 apresentou uma taxa de transporte de elétrons
similar ao tipo selvagem nessas condi¢des (ABDEL-GHANY, 2009). O mesmo autor verificou
que a PETE2 € a isoforma predominante e ha um acumulo dessa proteina conforme o
incremento gradual nas concentragfes de Cu, atingindo seu pico maximo em 8 uM de Cu,
porém em uma concentracdo de Cu considerada toxica aos vegetais (50 uM) ha uma reducéo
na quantidade de PETE2. Pela PETE2 ter sua regulacdo dependente da concentracdo de Cu,
sugere-se que essa exerca um papel também como tampdo de Cu em maiores concentraces
desse elemento, reduzindo a quantidade de Cu livre no citoplasma (ABDEL-GHANY, 2009).
Parece que a regulacdo de PETEZ2 ocorre pos-transcricionalmente, o que significa que
possivelmente essa regulacdo pode ocorrer durante a traducdo, no transporte ao limen dos
tilacoides, no processamento ou na estabilidade da proteina (ABDEL-GHANY, 2009).

As enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) sdo consideradas a primeira
linha de defesa de plantas contra espécies reativas de oxigénio (EROs) (GILL et al., 2015;
GILL; TUTEJA, 2010). As SODs sdo responsaveis pela conversdo de O, (anion superdxido)
em H>O> e Oy, reduzindo assim a possibilidade da reacdo de Haber-Weiss, pois O>" e H202 séo
substratos para essa rea¢ao (GILL etal., 2015; GILL; TUTEJA, 2010). As isoformas da enzima
SOD estéo presentes em diferentes organelas celulares e requerem pelo menos um metal como
cofator enzimatico, como o Cu e Zn (CuzZnSODs), o Fe (FeSODs) e Mn (MnSODs) (GILL et
al., 2015). Porém, as CuZnSODs sdo predominantes em condic¢Bes adequadas de Cu durante o
crescimento vegetal (RAVET; PILON, 2013).

As CuzZnSODs possuem massa molecular de 32,5 kDa e funcionam como dimeros, em
cada subunidade ha um atomo de Cu e outro de zinco (Zn), os quais estdo ligados por uma
histidina (MARSCHNER, 2012; RAVET; PILON, 2013). Em Arabidopsis, existem trés
isoformas para essa proteina, sugere-se que se localizam no citosol (CSD1), no estroma dos
cloroplastos (CSD2) e nos peroxissomos (CSD3) (ABDEL-GHANY; PILON, 2008;
BURKHEAD et al., 2009; GILL et al., 2015). Ja no genoma de Oryza sativa ha quatro genes
codificantes para CuZnSOD e de acordo com Gill et al. (2015) suas possiveis localizacGes
subcelulares sdo: OsCSD1 (citosol/peroxissomo), OsCSD2 (citosol), OsCSD3(citosol) e
OsCSD4 (cloroplastos).

As CuzZnSODs sdo reguladas em resposta ao Cu, visto que na deficiéncia de Cu ha um
menor acimulo dessas proteinas (ABDEL-GHANY ; PILON, 2008; YAMASAKI et al., 2007;
YAMASAKI et al., 2009). A regulacdo ocorre em nivel pos-transcricional e ndo envolve os
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promotores dos genes, e sim e mediada via 0 miRNA398 (ABDEL-GHANY; PILON, 2008;
SUNKAR; KAPOOR; ZHU, 2006; YAMASAKI et al., 2007). Além disso, transcritos das
isoformas CSD1 e CSD2 foram encontrados em diferentes 6rgédos de Arabidopsis como folhas,
colmo, raizes e flores quando o Cu esta presente em concentracdo considerada suficiente ao
crescimento (ABDEL-GHANY; PILON, 2008).

O Cu" também é cofator de muitas enzimas oxidases, visto sua facilidade de se ligar em
moléculas como 0 Oz (YRUELA, 2009). Entre essas, destaca-se a enzima citocromo c oxidase,
a qual é uma enzima terminal da cadeia de transporte de elétrons da respiracdo (CARR;
WINGE, 2003). Localiza-se na membrana interna das mitocondrias e possui capacidade de
converter o Oz em H.O (CARR; WINGE, 2003; PALUMAA et al., 2004). A citocromo ¢
oxidase é composta de diferentes subunidades, sendo algumas codificadas pelo genoma
mitocondrial e outras pelo genoma nuclear (CARR; WINGE, 2003).

As lacases sdo glicoproteinas oxidases, portanto, também utilizam oxigénio para oxidar
seus substratos (ZHAO et al., 2013). Na estrutura das lacases ha quatro atomos de Cu
(TURLAPATI et al., 2011). A maioria dos estudos que abordam a funcdo dessas enzimas
mostram que estdo relacionadas, principalmente, com resisténcia a doencas e biossintese de
lignina (LIU et al., 2017). Existem 17 genes no genoma de Arabidopsis que codificam para as
lacases (TURLAPATI et al., 2011). Muitas dessas (LAC2, LAC4, LAC7, LAC12, LAC13 e
LAC17) séo negativamente reguladas em deficiéncia de Cu via microRNAs (miRNAS)
(ABDEL-GHANY; PILON, 2008). Em Oryza sativa ha 30 genes codificantes para lacases,
essas enzimas se localizam, principalmente, na via de secrecdao, como parede celular e espacos
intercelulares (LIU et al., 2017). A maior expressdo de lacases ocorre em raizes durante 0s
estagios vegetativos, onde podem estar envolvidas no alongamento e engrossamento radicular,
além disso, algumas podem ser encontradas nas mitocondrias e cloroplastos (LIU et al., 2017).
Em Oryza sativa, o gene OsLAC10 € induzido por diferentes fatores e é muito expresso em
raizes (LIU et al., 2017). Ao superexpressar OsSLAC10 em Arabidopsis, verificou-se que ha um
maior acimulo de lignina em raizes de plantas transgénicas em relagéo ao tipo selvagem, bem
como essas plantas cresceram melhor em meio contendo Cu e absorveram menos esse elemento,
0 que pode estar relacionado ao aumento da tolerancia ao Cu (LIU et al., 2017).

A ascorbato oxidase faz parte das multi-Cu oxidases e € responsavel por catalisar a
oxidacéo de acido ascorbico em monodeidroascorbato (MDHA) no apoplasto, ao mesmo tempo
que realiza a reducdo do O, em H,O (OHKAWA et al., 1989; PIGNOCCHI et al., 2003;
YRUELA, 2009). Pignocchi et al. (2003) observaram que a enzima ascorbato oxidase possui

efeito no crescimento em plantas de tabaco, visto que 0 aumento de sua atividade resultou em
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maior acimulo de biomassa de parte aérea e maior alongamento dos entrends (PIGNOCCHI et
al., 2003).

As enzimas PPOs apresentam dois atomos de Cu em sua estrutura e utilizam o O para
oxidar polifendis em quinonas (compostos antimicrobianos), e ainda estdo envolvidas na
lignificacdo em defesa a microrganismos (MAYER, 2006; MOHAMMADI; KAZEMI, 2002).
Sabe-se que as PPOs estdo presentes nos plastideos de diferentes espécies vegetais (MAYER,
2006). Porém, ndo foram encontradas atividades dessas enzimas em Arabidopsis thaliana
(SCHUBERT et al., 2002). Em Populus trichocarpa, observou-se que as PPOs localizadas no
lumen dos tilacoides sdo reguladas negativamente via miRNA1444 em condicdo limitante de
Cu (RAVET et al., 2011).

Dentre as enzimas do grupo das amina oxidases, o Cu faz parte das enzimas
denominadas Cu-amina oxidases (Cu-AOs) (MEDDA; PADIGLIA; FLORIS, 1995). Essas
enzimas utilizam o O para catalisar a oxidacdo de aminas, mais especificamente, diaminas e
poliaminas nos respectivos aldeidos, formando H202 e NHs (ambnia) (MEDDA; PADIGLIA;
FLORIS, 1995). O H2O, permite que a Cu-AO esteja envolvida em alguns processos
fisiolégicos importantes, como induzir defesa a estresses bidticos no apoplasto e contribuir na
hipersensibilidade a morte celular (CONA et al., 2006). Cona et al. (2006) também comentam
que a Cu-AO pode participar em relagdes simbidticas nas quais pode mediar a colonizacdo do
tecido via alteracdo da parede celular.

As plantacianinas fazem parte da familia de fitocianinas (PRINTZ et al., 2016).
Apresentam em sua estrutura quatro aminoacidos (duas histidinas, uma cisteina e uma
metionina) que formam o local de ligagdo com o Cu (PRINTZ et al., 2016). Encontram-se no
apoplasto e sdo codificadas por um tnico gene em Arabidopsis (DONG; KIM; LORD, 2005).
Entre as diferentes funcdes dessas proteinas, Dong, Kim e Lord (2005) sugerem que podem
estar envolvidas na reproducdo em Arabidopsis, atuando mais especificamente no
desenvolvimento da antera e na polinizacdo. Em Oryza sativa, os membros da familia de
fitocianinas parecem atuar na defesa contra estresses abioticos como seca, frio e salinidade (MA
etal., 2011).

2.2 DEFICIENCIA DE COBRE EM PLANTAS
A concentracdo média de Cu varia de 6 a 80 mg kg* em diferentes solos no mundo

(BRUNETTO et al., 2016). No entanto, sugere-se que uma concentra¢do de Cu no solo abaixo
de 10 mg kg? ja pode ser considerada deficiéncia (KABATA-PENDIAS, 2011). Assim, a
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deficiéncia de Cu em plantas pode estar associada a uma menor concentracdo de Cu no solo e
também as propriedades do solo que podem reduzir sua mobilidade e disponibilidade
(KABATA-PENDIAS, 2011). Dentre essas propriedades do solo estdo um maior conteudo de
argila, maior contetido de o0xidos de Fe e Mn, bem como de matéria organica, menor capacidade
de troca de cétions, pH bésico, entre outros fatores (KABATA-PENDIAS, 2011; ROONEY;
ZHAO; McGRATH, 2006; YRUELA, 2009).

Em geral, considera-se que os sintomas visuais de deficiéncia iniciam em concentragdes
de Cu na matéria seca do tecido vegetal inferiores a 5 pug g (BURKHEAD et al., 2009;
MARSCHNER, 1995). Plantas podem responder a deficiéncia de Cu através da indugdo na
expressdo de diversos genes, 0 que pode resultar em modificagdes morfoldgicas e fisioldgicas
em raizes e folhas (YRUELA, 2009). Os sintomas mais associados a deficiéncia de Cu séo
reducdo da biomassa e de crescimento, clorose em folhas jovens, reducdo na atividade
fotossintética e da fertilidade do polen, etc. (HUANG et al., 2016; MARSCHNER, 1995;
YRUELA, 2013). Abdel-Ghany e Pilon (2008) observaram em plantas de Arabidopsis thaliana
sob condicdo de deficiéncia de Cu que os sintomas de clorose iniciaram na ponta das folhas
jovens e posteriormente se estenderam as margens foliares.

Na deficiéncia de Cu, em Beta vulgaris L., a taxa de transporte de elétrons foi reduzida,
sendo o PSII mais afetado que o PSI (DROPPA; TERRY; HORVATH, 1984). Em um estudo
posterior, Droppa et al. (1987) constaram que em deficiéncia de Cu ocorreu uma modificacdo
nas membranas dos tilacoides que pode ter prejudicado o aceptor do PSIlI (YRUELA, 2005).
Além disso, sabe-se que plantas de Pisum sativum L. em deficiéncia de Cu apresentam alteracédo
na composicao de &cidos graxos, tornando-os mais saturados, bem como apresentam alteracéo
na composicao de carotenoides e reducao no conteldo de pigmentos fotossintéticos (AYALA
etal., 1992).

Com os estudos de mutantes, pode-se obter mais informacBes sobre os elementos
minerais e sua homeostase. Os mutantes paal e paa2 possuem perda de funcdo nos
transportadores AtHMAG e AtHMAS, respectivamente (ABDEL-GHANY et al., 2005;
MIGOCKA, 2015; SHIKANAI et al., 2003). Sugere-se que ambos realizam em sequéncia o
transporte de Cu nos cloroplastos, sendo o PAAL/AtHMAG responsavel pelo transporte ao
estroma e 0 PAA2/AtHMAS pelo transporte ao limen dos tilacoides (ABDEL-GHANY et al.,
2005; SHIKANAI et al., 2003). Nesse sentido, em plantas mutantes paal e paa2 em decorréncia
de uma menor concentragdo de Cu nos cloroplastos e no lumen dos tilacoides, respectivamente,

pode-se observar que em ambas a taxa de transporte de elétrons na fotoquimica foi menor e
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apresentaram um fendtipo com alta dissipacdo de fluorescéncia, sendo o paal o mais
prejudicado (ABDEL-GHANY et al., 2005).

Uma menor concentracao de Cu nos cloroplastos pode implicar na reducéo na atividade
da CuzZnSOD e da plastocianina, sendo a forma holoplastocianina encontrada em menor
quantidade, e ainda, em um menor conteudo de clorofila (ABDEL-GHANY et al., 2005;
SHIKANAI et al., 2003). Assim, a deficiéncia de Cu estd muito relacionada com reducéo no
conteudo de proteinas importantes no metabolismo vegetal, desse modo alterando os processos
metabolicos, o que pode desencadear em maior conteddo de espécies reativas de oxigénio e,
por consequéncia, um estresse oxidativo (PENARRUBIA et al., 2015; RAVET; PILON, 2013;
YRUELA, 2013).

Em condicdes de deficiéncia de Cu no tecido vegetal ha um mecanismo de economia de
Cu, o qual foi descrito em Arabidopsis thaliana (BURKHEAD et al., 2009). Nesse mecanismo
as plantas priorizam Cu para proteinas que participam de processos fundamentais, como a
fotossintese e respiracdo, nesse caso, alocando o Cu para plastocianina e citocromo c oxidase,
respectivamente (ABDEL-GHANY ; PILON, 2008; BURKHEAD et al., 2009; PENARRUBIA
et al., 2010). Em contrapartida, reduz o consumo de Cu em proteinas consideradas menos
essenciais (CuzZnSODs, lacases, plantacianinas, etc.), parece que essa regulagdo ocorre
principalmente em nivel pds-transcricional via miRNAs (ABDEL-GHANY; PILON, 2008;
BURKHEAD et al., 2009; PENARRUBIA et al., 2010; YAMASAKI et al., 2009). Além disso,
associado a esse mecanismo, algumas proteinas cupricas podem ser substituidas por outras
equivalentes, porém dependentes de outros metais como cofatores, um exemplo sdo as
CuzZnSODs que podem ser substituidas pela SOD dependente de Fe (FeSOD) (ABDEL-
GHANY et al., 2005; ABDEL-GHANY; PILON, 2008; BURKHEAD et al., 2009).

Em Arabidopsis, o regulador central desse mecanismo e, por consequéncia, o principal
da homeostase de Cu nas células é o fator de transcricdo SPL7 (Squamosa promoter binding
like protein 7) (YAMASAKI et al., 2009). Squamosa promoter binding proteins (SBP) consiste
em uma familia de fatores de transcricdo, na qual existem 16 genes codificantes para diferentes
SBP-Like (SPL) proteinas em Arabidopsis (YAMASAKI et al., 2009), dentre essas esta 0 SPL7.
Para ativar o inicio da transcri¢cdo nos genes alvos, o SPL7 precisa se ligar nos elementos de
resposta ao Cu (CuRE) na regido do promotor, mais especificamente na sequéncia denominada
motivo GTAC (YAMASAKI et al., 2009).

O SPL7 é constitutivamente expresso, sendo assim, sua expressao independe da
concentracdo de Cu de maneira significativa (YAMASAKI et al., 2009). A maior concentragdo

de transcritos de SPL7 ocorre principalmente em raizes, entretanto, também esta presente em
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outros 6rgdos vegetais como caule, folhas e flores de Arabidopsis thaliana (YAMASAKI et al.,
2009). Em deficiéncia de Cu, parece que o SPL7 pode atuar em conjunto com o fator de
transcricdo CITF1 (Fator de transcri¢cdo induzido pela deficiéncia de Cu) para realizar o
transporte de Cu aos orgaos reprodutivos, como as anteras (YAN et al., 2017). Além disso, em
resposta a deficiéncia de Cu, o SPL7 pode ativar a expressédo de genes relacionados com a
absorcdo de Cu, como COPT1 e COPT2 em raizes de Arabidopsis, bem como de outras
proteinas envolvidas no transporte de Cu e chaperonas (YAMASAKI et al., 2009). O SPL7
também atua na homeostase de Cu através de miRNAs, assim regula indiretamente proteinas
capricas (YAMASAKI et al., 2009).

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de RNAs com cerca de 21
nucleotideos ndo codificantes para proteinas (ABDEL-GHANY; PILON, 2008). Geralmente
regulam proteinas cupricas através da quebra dos transcritos (BURKHEAD et al., 2009). Pilon
(2017) sugere que os miRNAs podem ser uma importante maneira de regular a distribui¢éo de
Cu local e talvez sistémica, disponibilizando mais Cu através da reducdo de transcritos de
proteinas alvos, e ainda, podem atuar na sinaliza¢do e na comunicacao entre células proximas.
Em resposta a deficiéncia de Cu, em A. thaliana, os mMiRNA397, miRNA398, miRNA408 e
miRNA857 séo regulados pelo SPL7 (ABDEL-GHANY; PILON, 2008; BERNAL et al., 2012;
ZHANG,; LI, 2013; YAMASAKI et al., 2009).

No genoma de Arabidopsis ha dois genes que codificam para 0 miRNA397, sendo
MIRNA397a e MIRNA397b (ABDEL-GHANY; PILON, 2008). A maior expressdo de
miRNA397 se encontra no apice da parte aérea, no caule e em sementes, especialmente nos
tecidos vasculares do caule e no meristema apical, e ainda, sabe-se que 0 mMiRNA397b apresenta
uma expressdo relativamente superior a0 miRNA397a nos tecidos vegetais (WANG et al.,
2014). Esses miRNAs tém como alvos especificamente lacases (LAC2, LAC4 e LAC17) e a
regulacdo de seus alvos ocorre em nivel poés-transcricional (ABDEL-GHANY; PILON, 2008;
YAMASAKI et al., 2009; WANG et al., 2014). Sugere-se que os miRNA397 apresentam
funcOes especificas em plantas vasculares, como na regulacdo da biossintese de lignina e no
rendimento de sementes (WANG et al., 2014). Em arroz, sabe-se que o0 miRNA397 reduz o
contetdo de OsLAC, aumentando a sinalizagdo de brassinosteroides, o que podera refletir no
aumento de rendimento de grdos (ZHANG et al., 2013).

A familia miRNA398 possui trés membros: miRNA398a, miRNA398b e miRNA398c
(YAMASAKI et al.,, 2007). Apenas os genes miRNA398b e miRNA398c possuem sua
transcrigdo ativada pelo SPL7 em resposta a deficiéncia de Cu (YAMASAKI et al., 2009).
Maiores niveis de transcritos de miRNA398 podem ser encontrados em folhas, caule e raizes
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(SUNKAR; KAPOOR; ZHU, 2006). Esse miRNA tem como alvos as proteinas CSD1, CSD2
e COX5b-1, sendo o ultimo um dos dois genes para a subunidade 5b que se liga ao Zn da
proteina citocromo c¢ oxidase (YAMASAKI et al., 2007; YAMASAKI et al., 2009). Esse
miRNA promove a reducdo de CSD1 e CSD2 via degradagdo dos respectivos mRNAs com
aumento de sua expressdo (ABDEL-GHANY; PILON, 2008).

O miRNA408 é codificado por um Unico gene em Arabidopsis e constatou-se que sua
regulacdo pelo SPL7 em nivel transcricional é dependente das concentra¢des de Cu (ZHANG;
LI, 2013), sendo induzido na deficiéncia de Cu (ABDEL-GHANY; PILON, 2008;
YAMASAKI et al., 2009). Os principais alvos desse miRNA séo os genes LAC13 e ARPN
(plantacianina) (ABDEL-GHANY; PILON, 2008; ZHANG; LI, 2013).

Por fim, o miRNA857 parece estar presente apenas em trés espécies vegetais:
Arabidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata e Citrus sinensis (ZHAO et al.,, 2015), sendo
codificado por um gene (ABDEL-GHANY:; PILON, 2008). Esse miRNA, encontra-se nos
tecidos vasculares de plantulas e se observou que a regulacao negativa pés-transcricional de seu
alvo (LAC7) pode implicar em reducdo do crescimento secundario de tecidos vasculares, o que
pode afetar a quantidade de lignina na parede celular de células do xilema em Arabidopsis
(ABDEL-GHANY:; PILON, 2008; ZHAO et al., 2015).

De acordo com Pilon (2017) existem muitos estudos de plantas submetidas a diferentes
estresses abidticos que estdo relacionados a alteracGes na expressdo de miRNAS responsaveis
por regular proteinas cupricas. Pilon (2017) observou que quando os tratamentos resultaram em
um menor crescimento e desenvolvimento vegetal, houve uma reducdo na expressdo nos
miRNAS, o0 que pode estar associado a um acumulo de Cu e isso poderia estar inativando o
SPL7. Ja nos tratamentos que alteraram a absor¢do de Cu ou afetaram a concentracao que chega
na parte aérea, verificou-se um aumento na expressao de miRNAs, 0s quais poderiam estar
atuando no mecanismo de economia de Cu (PILON, 2017). Dessa forma, parece que a
concentracdo de Cu permite ativar ou inativar o SPL7 (PILON, 2017; YAMASAKI et al.,
2009).

2.3 TOXIDEZ DE COBRE EM PLANTAS

O Cu em nivel téxico no solo pode ocorrer naturalmente dependendo do material de
origem, bem como por fatores antropicos como a mineracdo, aplicacdo em longo prazo de
fungicidas cupricos, sucessivas aplicacfes de dejeto liquido de suinos, atividades industriais e
urbanas, entre outros (ADREES et al., 2015; KABATA-PENDIAS, 2011; YRUELA, 2005;
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YRUELA, 2009). No entanto, os efeitos toxicos do Cu as plantas dependem da sua solubilidade
e disponibilidade no ambiente de cultivo (ADREES et al., 2015).

Toth et al. (2016) mostram como um valor limite a concentragdo de Cu de 100 mg kg™
nos solos agricultaveis da Unido Europeia, ainda, considerando os riscos a saude humana e
ecoldgicos se determinou as concentragdes de Cu nos solos de 150 mg kg™ e 200 mg kg como
sendo os valores de orientagdo baixo e alto, respectivamente (BRUNETTO et al., 2016). Luo
et al. (2003) observaram uma concentragio de Cu de 158 mg kg na camada superficial de solo
(10 cm) irrigado, o qual era proveniente de uma area irrigada com agua poluida com Cu na
China. Visto que uma concentragdo no solo de 100 mg kg* ja implica em diminuig&o na matéria
seca de raizes e diminuicao de 10% no rendimento de grdos em arroz (XU et al., 2006). Ainda,
em uma concentracdo de Cu no solo de 300-500 mg kg ha uma diminuicio da metade do
rendimento de gréos (XU et al., 2006). Além disso, 0s mesmos autores observaram que uma
concentracéo de 300-500 mg kg* de Cu no solo ou acima ja afetam drasticamente o crescimento
de plantas de arroz.

Algumas espécies conseguem manter seu crescimento e desenvolvimento normalmente
em areas com nivel toxico de metais no solo, e ainda, podem acumular maiores quantidades de
metais em seus tecidos (YRUELA, 2009). Por exemplo, a espécie Elsholtzia splendens nédo
apresentou alteracdo em seu crescimento e desenvolvimento em um solo contendo 80 mg kg™
de Cu disponivel, sendo a concentragdo total de Cu no solo de 1000 mg kg (JIANG; YANG;
HE, 2004). Os mesmos autores observaram que essa espécie acumulou, em um experimento
em casa de vegetacdo, uma concentracdo de Cu de até 1700 mg kg nas raizes e 10 mg kg™ na
parte aérea. Porém, em condicOes de campo a concentracdo de Cu encontrada nas raizes foi de
até 1260 mg kg2, ja na parte aérea foi de 250 mg kg* aos 70 dias e 50 mg kg™ aos 170 dias de
cultivo, possivelmente devido a um efeito de diluicdo (JIANG; YANG; HE, 2004). Em Avena
sativa, observou-se uma concentragdo de Cu de 170 mg kg de biomassa de parte aérea em
plantas cultivadas em solo contaminado por mineragdo contendo 576 mg kg?! de Cu
(ANDREAZZA et al., 2010).

Entretanto, uma concentracdo de Cu de 20 ug g * ou acima na matéria seca dos tecidos
ja pode causar problemas no metabolismo na maioria das espécies vegetais (BURKHEAD et
al., 2009; MARSCHNER, 1995). No entanto, a toxidez ao Cu varia consideravelmente entre
especies (BURKHEAD et al., 2009). Sharma et al. (2012) complementam que as respostas das
plantas aos metais podem variar também de acordo com o metal em questéo, sua concentracdo

no tecido, bem como com as fases do desenvolvimento.
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Sintomas descritos na literatura associados a toxidez ao Cu sdo clorose nos tecidos
verdes das plantas e necrose, alteracGes na estrutura e composi¢édo da membrana dos tilacoides,
alteracdo no alongamento e até inibicdo do crescimento tanto de raiz quanto de parte aérea, por
consequéncia pode refletir em reducao na biomassa e menor rendimento da cultura (ADREES
et al., 2015; BURKHEAD et al., 2009; MARSCHNER, 2012; YRUELA, 2005; YRUELA,
2009). De acordo com a reviséo de Yruela (2009), esses sintomas podem ser devido a diferentes
fatores, como a propriedade do Cu de se ligar a grupos sulfidril de proteinas, o que pode alterar
a atividade enzimatica ou interferir em outras funcdes da proteina através da mudanca na
estrutura; o excesso de Cu pode dificultar a absor¢do de outros nutrientes e também causar
problemas no transporte celular, bem como pode desencadear danos em diferentes partes nas
células devido ao estresse oxidativo.

Abdel-Ghany et al. (2005), em estudo com Arabidopsis thaliana, observaram que em
concentracdo de Cu considerada toxica as plantas (50 puM) houve reducdo do contetudo de
clorofila e de plastocianina, possivelmente devido danos as membranas dos tilacoides, e ainda
ocorreu a reducao do crescimento vegetal. Outros estudos comentam que a reducao no contetido
de clorofila pode ser atribuida ao fato do Cu?* em excesso, assim como outros metais pesados,
poder substituir o Mg?* da estrutura da clorofila (KUPPER et al., 2003; YRUELA, 2009). O
menor contetdo de clorofila também pode estar associado a um antagonismo entre os elementos
Fe e Cu, levando a uma menor concentracdo de Fe nas folhas, por consequéncia, além da
reducédo da clorofila, o PSII se torna mais suscetivel a fotoinibigdo (PATSIKKA et al., 2002;
YRUELA, 2009). E ainda, parece que as consequéncias no metabolismo fotossintético refletem
em maior produgédo de EROs (SHARMA et al., 2012).

Em condi¢Bes normais a maioria das células possuem a capacidade de produzir e
detoxificar EROs, como o anion superdxido (O2™), oxigénio singleto (*O), peréxido de
hidrogénio (H203) e radical hidroxil (OH"), mantendo os niveis de EROs intracelulares mais
baixos possiveis, ja que sdo subprodutos da reducdo do O. com origem em atividades de
transporte de elétrons, especialmente, nos cloroplastos, mitocondrias e membrana plasmatica
(GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012; YRUELA, 2005). Uma forma de reducéo da
concentracdo de EROs € pela acdo de metaloenzimas que fazem parte do sistema antioxidante
das plantas, como a FeSOD e a CuZnSOD, as quais catalisam a dismutacdo de O, para O e
H20., e ainda enzimas como as peroxidases e catalases sdo responsaveis por catalisar a
formagéo de H.O2 em H,O (SHARMA et al., 2012; TEWARI; KUMAR; SHARMA, 2006).

No entanto, sob condigcOes de estresse, como maiores concentragdes de metais, entre

eles o Cu, ha uma répida producéo de maiores quantidades de EROs (YRUELA, 2005). Assim,
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0 excesso de ions livres de Cu pode induzir ao estresse oxidativo nas células atraveés de um
desbalanco entre a concentracdo de EROs e 0 sistema antioxidante vegetal (SHARMA et al.,
2012; SHINAKAI et al., 2003; YRUELA, 2005).

Nesse sentido, a propriedade redox do Cu, como comentado anteriormente, permite sua
participagdo em reacOes de transferéncia de elétrons, entretanto também pode contribuir para
sua toxidez aos organismos vivos (BURKHEAD et al., 2009; YRUELA, 2005). De acordo com
Ravet e Pilon (2013), metais de transicdo, como o Cu e o Fe livres no citoplasma, podem
participar de reacbes do ciclo de Haber-Weiss, assim a toxicidade desses metais decorre,
especialmente, pela formacdo do altamente reativo radical hidroxil (OH"). Acredita-se que o
OH® é o mais danoso das EROs, pois € um dos principais responsaveis pelas modificacoes
irreversiveis em componentes celulares, como proteinas, DNA, acidos organicos, carboidratos
e lipideos (GILL; TUTEJA, 2010; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984).

Nas reacgdes do ciclo de Haber-Weiss descritas abaixo, pode-se perceber que na “reagao
1” ocorre a redugdo do oxigénio molecular com isso 0 metal passa do estado oxidado para o
reduzido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; RAVET; PILON, 2013). Na sequéncia, na
“reacao 2” os metais, Cu ou Fe, em presenca de H2O», catalisam a formagéo do OH’, essa reagao
também é conhecida como Fenton quando o Fe € o catalisador (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1984; RAVET; PILON, 2013). Por fim, em condicfes de estresse hd um acimulo de O, e
H20:2 nas células e esses sdo substratos da “reagdo 3” que também desencadeia na formacao do

OH" (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984; RAVET; PILON, 2013).

- Reagdo 1: Cu?*/Fe*" + O, «» Cu'/Fe?* + O3
- Reagdo 2: Cu*/Fe?* + Hy0; «» Cu®*/Fe** + OH" + OH-
- Reagdo 3: 02" + H2 025 O2 +OH" + OH™

Thounaojam et al. (2012) observaram em plantas de arroz, submetidas ao excesso de Cu
(100 pM de Cu), diminuigdo em pardmetros de crescimento, como menor comprimento de
raizes e parte aérea, bem como menor matéria fresca, sendo as raizes mais prejudicadas que a
parte aérea (THOUNAOJAM et al., 2012). Além disso, o excesso de Cu pode induzir ao
estresse oxidativo em plantas de arroz, visto uma maior concentragdo de EROs e MDA
(malondialdeido) nas raizes e parte aérea (THOUNAOJAM et al., 2012). Ainda, no mesmo
estudo os autores observaram que plantas responderam ao excesso de Cu através de uma maior

atividade de enzimas antioxidantes e de um maior conteddo de componentes ndo enzimaticos
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tanto em raizes como na parte aérea, os quais fazem parte do sistema de defesa vegetal, como
ascorbato, glutationa e prolina (THOUNAOJAM et al., 2012).

Em vista de evitar potencias efeitos toxicos de metais pesados, as plantas apresentam
uma inerente tolerancia aos metais e em sua maioria as espéecies apresentam alguns mecanismos
de tolerancia em comum (CLEMENS, 2001). Entretanto, esses mecanismos e as respostas aos
metais podem variar entre espécies e até mesmo dentro da mesma espécie, com a concentracao
do metal e com o tempo de exposicdo (YRUELA, 2009). E ainda, estdo muito relacionados em
como o excesso de metais, como o Cu, afetam a expressdo génica (SUDO et al., 2008;
YRUELA, 2009).

Sudo et al. (2008) através do microarranjo de DNA e RT-PCR quantificaram a
expressao génica em folhas de Oryza sativa, submetendo a diferentes concentracdes de Cu (0,3;
10; 45; 130 uM), a fim de obter a resposta de genes ao estresse por Cu. Nesse estudo, verificou-
se que 305 genes foram responsivos ao Cu, dentre esses, 0S genes com maior expressao em
excesso de Cu foram os associados a defesa por estresse, especialmente aqueles envolvidos na
biossintese de flavonoides, fitoalexina e lignina. Alguns genes relacionados a proteinas cupricas
também foram regulados pelo excesso de Cu, como o0s genes codificantes para oxidases
contendo Cu, por exemplo, a ascorbato oxidase (SUDO et al., 2008). Essas proteinas cupricas
gue aumentam a expressdo em maiores concentracbes de Cu podem atuar na reducdo da
quantidade de ions de Cu livre no citoplasma e em locais subcelulares (SUDO et al., 2008).
Nesse sentido, as CuZnSOD também podem estar associadas a essa funcdo (ABDEL-GHANY
et al., 2005). Ja os genes relacionados com o processo fotossintético e ao transporte celular
apresentaram menor expressao nessa condicéo, por exemplo se observou uma menor expressao
de plastocianina, a0 mesmo tempo houve uma reducdo nas taxas de transpiracdo e de
fotossintese em 130 uM de Cu, o que demonstra que em condicGes de excesso de Cu também
ocorrem alteracdes fisioldgicas (SUDO et al., 2008).

De acordo com Clemens (2001) muitos mecanismos de tolerancia implicam na
manutencdo da concentracdo adequada de metais no citoplasma, em vista de evitar possiveis
efeitos toxicos (CLEMENS, 2001). Dessa forma, pode ocorrer a regulacéo de transportadores
de influxo em células radiculares, ligagdo com quelantes e chaperonas, regulagdo de
transportadores de efluxo do citoplasma, bem como aumento do sequestro do Cu que se da a
partir da compartimentalizacdo no vactolo (CLEMENS, 2001; YRUELA, 2009). Algumas
proteinas cupricas também podem contribuir na tolerancia ao excesso de Cu. Nesse sentido,
observou-se que a plastocianina, codificada pelo gene SSPETE2, contribui na tolerancia ao

estresse oxidativo em Suaeda salsa, visto sua habilidade de se ligar ao Cu (ZHOU et al., 2018).
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O armazenamento de metais no apoplasto ou em células especializadas, como células
epidérmicas e tricomas, também pode contribuir na reducdo da toxidez as plantas (YRUELA,
2009). Além disso, dentre os mecanismos de tolerancia, a excrecdo de exsudatos como acidos
organicos, carboidratos ou proteinas pelas raizes pode dificultar a absorcdo de metais através
da formac&o de complexos nas raizes (MARSCHNER, 2012; YRUELA, 2009).

Alguns transportadores de membrana ja caracterizados funcionalmente foram
relacionados com aumento de tolerdncia ao Cu. Um exemplo é o transportador em arroz
localizado no tonoplasto de células do periciclo, 0 OsHMA4, o qual pode permitir maior
tolerancia ao Cu em plantas, pois o sequestro de Cu no vacuolo das raizes implica numa reducgéo
na concentracdo de Cu na parte aérea (HUANG et al., 2016). Por consequéncia, em plantas
mutantes oshma4, observou-se menor altura e menor alongamento radicular relativa em relacéo
ao tipo selvagem, entretanto, sua inducdo depende de um tempo longo de exposicdo ao Cu
(HUANG et al., 2016). Os transportadores de Cucumis sativus localizados no tonoplasto,
CsHMA5.1 e CsHMAAb.2, também parecem aumentar a tolerdncia ao Cu em leveduras
(HUANG et al., 2016; MIGOCKA et al., 2015). O transportador AtHMAS, em Arabidopsis
thaliana, também esté associado ao aumento de tolerancia ao Cu, parece que possui papel na
detoxificacio desse metal em raizes (ANDRES-COLAS et al., 2006). A partir de 5 uM de Cu
se verificou reducdo no comprimento radicular em mutantes athma5 em relagdo ao tipo
selvagem, entretanto, ainda n&o se sabe a localizag&o subcelular desse transportador (ANDRES-
COLAS et al., 2006).

Visto que 0s metais podem se ligar a quelantes e chaperonas, essa é outra maneira de
reduzir a quantidade de ions livres no citoplasma que poderiam causar danos as células
(YRUELA, 2009). Os quelantes, como as metalotioneinas, acidos organicos e aminoacidos,
atuam como agentes tamponantes do Cu no citoplasma (CLEMENS, 2001; SUDO et al., 2008).
Ja as chaperonas contribuem na rede de transporte celular, sendo especificas a determinados

transportadores e proteinas que requerem Cu (CLEMENS, 2001).
2.4 TRANSPORTE DE COBRE
2.4.1 Familias de transportadores de cobre
Para manutencdo da homeostase de Cu nas células é necessario regular a absorcéo,

armazenamento e distribuicdo desse elemento nas células e tecidos, para isso diferentes
transportadores estdo envolvidos (ANDRE-COLAS et al., 2006; DENG et al., 2013). De



27

acordo com Printz et al. (2016), até 0 momento as familias de transportadores que foram
relacionadas com o transporte de Cu sdo: COPT (SANCENON et al., 2003; SANCENON et
al., 2004; YUAN et al., 2011), ZIP (WINTZ et al., 2003), YSL (CURIE et al., 2001) e HMA
(BURKHEAD et al., 2009; DENG et al., 2013; WILLIAMS; MILLS, 2005).

2.4.1.1 Familia CTR/COPT

Os membros da familia CTR/COPT (COPper Transporter protein) apresentam
caracteristicas conservadas, como trés dominios transmembranas (TMD1-3), uma regido
extracelular N-terminal rica em metionina e/ou histidina e um motivo de assinatura
Mx3Mx12Gx3G embebido nos TMD2 e TMD3 (PUIG, 2014). Essas caracteristicas sdo
importantes para desempenhar o transporte de Cu™, visto que parece que 0s motivos ricos em
metionina facilitam o transporte do ion através do poro em direcdo ao citosol por realizarem
uma primeira ligagdo com o metal (PENARRUBIA et al, 2010; PUIG, 2014). Os
transportadores CTR-like/COPT em plantas parecem ser de alta afinidade e possuir
especificidade por Cu* (PENARRUBIA et al., 2010). Em Arabidopsis thaliana ha seis genes
que codificam membros dessa familia (AtCOPT1-AtCOPT6) (SANCENON et al., 2003;
SANCENON et al., 2004; PUIG, 2014), enquanto que em arroz (Oryza sativa) ha sete membros
(OsCOPT1-OsCOPT7) (YUAN et al., 2011).

2.4.1.2 Familia P1g-ATPases/ HMA

P-type ATPases correspondem a uma grande familia de proteinas presente em
procariotos e eucariotos (MOLLER; JUUL; MAIRE, 1996). O nome “P-type” é devido a
producdo de um composto fosforilado intermediario durante um ciclo de reacdo que esta
envolvido (AXELSEN; PALMGREN, 1998). As diferentes especificidades de seus ligantes
Ihes permitem realizar diferentes fun¢des (AXELSEN; PALMGREN, 1998). De acordo com a
especificidade de seu substrato as P-type ATPases foram divididas em cinco subfamilias
(AXELSEN; PALMGREN, 1998). Dentre essas, as Cu-ATPases fazem parte da subfamilia P1g-
ATPases (AXELSEN; PALMGREN, 1998; MIGOCKA, 2015). Os membros da P1g-ATPases
foram divididos em dois subgrupos: os envolvidos no transporte de Cu*/Ag* e outros no
transporte de Zn®*/Cadmio (Cd?*)/Cobalto (Co?*)/Chumbo (Pb?*) (AXELSEN; PALMGREN,
2001; DENG et al., 2013; WILLIAMS; MILLS, 2005).



28

As P-type ATPases utilizam a hidrélise do ATP como fonte de energia para transportar
0 cétion por uma membrana contra seu gradiente de concentracdo (LUTSENKO et al., 2007,
MIGOCKA, 2015). Para isso, algumas sequéncias de aminoacidos especificas (motivos) sdo
requeridas para a fosforilacdo e para permitir a seletividade ao cation a ser transportado
(MIGOCKA, 2015). Uma etapa importante para o transporte € a transferéncia de um fosfato do
ATP para 0 aminoécido &cido aspartico do motivo conservado DKTG, formando um composto
fosforilado intermediario (LUTSENKO et al., 2007; MIGOCKA, 2015). Porém, para que essa
etapa ocorra € necessario a ligacdo do cation em uma regido especifica da proteina
(LUTSENKO et al., 2007).

Assim, as Cu-ATPases sdo organizadas estruturalmente para que seja possivel o
transporte do Cu (LUTSENKO et al., 2007). Desse modo, possuem caracteristicas conservadas
como possiveis oito dominios transmembranas, 0 motivo CPC(x)sP no sexto dominio
transmembrana, dominio de ligacdo de metais (MBDs) na regido N- terminal, um sitio de
fosforilagdo (DKTGT), entre outras (ARGUELLO, 2003; WILLIAMS; MILLS, 2005). Por
exemplo, o dominio de associacdo de metais pesados (HMA-Heavy Metal Associated)
apresenta uma sequéncia comum de aminoacidos entre os transportadores dessa subfamilia que
inclui o motivo MxCxxC na regido N-terminal (WILLIAMS; MILLS, 2005).

As Cu-ATPases se localizam em diferentes tecidos vegetais e possuem distintas funcées
fisioldgicas (WILLIAMS; MILLS, 2005), ja foram relatadas por contribuirem no transporte
intracelular entre organelas e citosol, no efluxo de Cu para 0 meio extracelular, detoxificacéo
celular, etc (MIGOCKA, 2015). Em Arabidopsis thaliana ha oito membros de Pig-ATPases
(AtHMA1-AtHMAB8). Em contrapartida, hd& nove membros em Oryza sativa (OsHMA1-
OsHMAD9), porém apenas cinco foram funcionalmente caracterizados (OsHMA2, OsHMAS,
OsHMA4, OsHMAS e OsHMAJ9) (Quadro 1).

2.4.1.3 Familia ZIP

O nome da familia ZRT/IRT-like proteinas (ZIP) é devido aos primeiros transportadores
da familia identificados (GUERINOT, 2000). Sabe-se que membros dessa familia estdo
envolvidos no transporte de metais pesados, sendo alguns micronutrientes (MILNER et al.,
2013).

No genoma de Arabidopsis existem 15 genes que codificam para membros da familia
ZIP (MILNER et al., 2013). Apenas AtZIP2 e AtZIP4 parecem ser regulados pela variagdo na
concentracdo de Cu (DEL POZO; CAMBIAZO; GONZALEZ, 2010; MILNER et al., 2013;
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WINTZ et al., 2003). Wintz et al. (2003) demonstraram que ambos restauraram o crescimento
em leveduras deficiente no transporte de Cu, o que implica que podem transportar Cu em
leveduras. Entretanto, recentemente, Milner et al. (2013) relataram que nenhum ZIP foi capaz
de complementar o fenotipo de levedura deficiente na absor¢do de Cu, uma possivel explicacdo
seria as diferentes condicOes experimentais utilizadas nos estudos (PRINTZ et al., 2016). Em

arroz, nenhum transportador dessa familia foi relacionado ao transporte de Cu até o momento.

2.4.1.4 Familia YSL

Os transportadores YSL (Yellow Stripe-like) pertencem a familia de transportadores de
oligopeptideos (OPT), a qual esta relacionada com o transporte de tri-, tetra-, penta- e
hexapeptideos em plantas, fungos, bactérias e arqueias (CURIE et al., 2009; YEN; TSENG,;
SAIER, 2001). O nome da familia teve origem devido o mutante com perda de funcdo no gene
ZmYS1 apresentar um fendtipo com listras amarelas, sendo 0 ZmYS1 o primeiro membro da
familia descrito (CURIE et al., 2001). Sugere-se que proteinas YSL transportem metais
complexados a nicotianamina (NA) e fitosiderdforos (PS) (CURIE et al., 2001; CURIE et al.,
2009). De acordo com Curie et al. (2009), em arroz ha 18 genes que codificam para
transportadores dessa familia, até entdo apenas um membro foi relacionado ao transporte de Cu
(ZHENG et al., 2012).

2.4.2 Transportadores de cobre em arroz

Muitos transportadores integrais de membrana para o Cu ja foram funcionalmente
caracterizados na literatura com o auxilio de plantas mutantes e sistemas heter6logos, como
complementacdo funcional em leveduras, por exemplo. Visto que plantas com mutacdo em um
gene especifico auxiliam na compreensdo das fungdes fisiolégicas em que tal gene esta
envolvido (LEE et al., 2012). Em arroz, ja foram caracterizados alguns transportadores de Cu
(Quadro 1).

Como comentado anteriormente a familia COPT apresenta sete membros em arroz,
porém nenhum foi caracterizado funcionalmente ainda (Quadro 1). Além disso, ndo héa
informacdo na literatura de plantas de arroz mutantes para os genes OsCOPT. Sugere-se que
todos os membros COPTs em arroz estdo localizados na membrana plasmética (Quadro 1)
(YUAN et al., 2011). Em arroz, at¢ o0 momento os membros foram estudados a partir da

complementacdo de fendtipo da levedura Saccharomyces cerevisiae com mutagdo para
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absorcdo de Cu (YUAN et al., 2010; YUAN et al., 2011). Além disso, foram realizados alguns
estudos para compreender a possivel localizacdo subcelular desses transportadores e 0s niveis
de expressao génica em diferentes tecidos em arroz (YUAN et al., 2011).

Os membros OsCOPT1, OsCOPT5 e OsCOPT7 apresentam inducdo da expressdo em
deficiéncia de Cu tanto nos tecidos das raizes quanto de parte aérea, ja 0 OsSCOPT6 apenas nos
tecidos de parte aérea (YUAN et al., 2010; YUAN et al., 2011). Os membros OsCOPT1,
OsCOPT2, OsCOPT3, OsCOPT4, OsCOPT5 e OsCOPT7 apresentam supressao da expressao
em excesso de Cu nos tecidos de raizes e de parte aérea, ja 0 OSCOPT6 apenas nos tecidos de
parte aérea (YUAN et al., 2010; YUAN et al., 2011). Além disso, metais como Fe, Mn e Zn
podem influenciar diferentemente na expressdo dos genes codificantes para proteinas COPT
nos tecidos de parte aérea e de raizes (YUAN et al., 2011), como pode ser observado no Quadro
1. Os membros OsCOPT1 e OsCOPT5 podem atuar em conjunto com a proteina XA13 para
realizar o transporte de Cu (YUAN et al., 2010). Observou-se que OsCOPT1 e OsCOPT5
apresentam inducao da expressdo pela presenca da bactéria PX099 (YUAN et al., 2010; YUAN
etal., 2011).

Os membros OsCOPT2, OsCOPT3 e OsCOPT4 precisam interagir com o OsCOPT6
para realizar um transporte eficiente de Cu, exceto em raizes devido ndo haver expressdo de
OsCOPT6 em raizes (YUAN et al., 2011). Parece que o OsCOPT6 apresenta papel como
cofator para ajudar na localizacdo desses transportadores na membrana plasmatica (YUAN et
al., 2011). O OsCOPT6 parece ser um transportador de baixa afinidade para o Cu quando
expresso sozinho (YUAN et al., 2011). Dentre os membros COPTs em arroz, parece que apenas
0 OsCOPT7 ndo se associa a outra proteina para realizar o transporte de Cu, pois quando
OsCOPT7 foi expresso sozinho mostrou complementacédo eficiente do fenétipo da levedura
mutante para o transporte de Cu (YUAN et al., 2011).

Analises filogenéticas demonstram que os membros OsCOPT6 e OsCOPT7 sdo mais
relacionados ao transportador AtCOPTS5 de Arabidopsis thaliana (YUAN et al., 2011). Em A.
thaliana, o AtCOPT5 localiza-se nos compartimentos pré-vacuolares e parece contribuir no
efluxo de Cu de locais de armazenamento nas raizes para o Cu ser transportado a parte aérea
em deficiéncia de Cu (GARCIA-MOLINA et al., 2011; PUIG, 2014).

Ja 0os membros OsCOPT1 ao OsCOPT5 parecem ser mais relacionados com o0s
transportadores AtCOPT1 ao AtCOPT4 em A. thaliana (YUAN et al., 2011). O transportador
AtCOPT1 foi o primeiro membro da familia COPT caracterizado funcionalmente em A.
thaliana (KAMPFENKEL et al., 1995, SANCENON et al., 2004). Esse transportador parece

estar envolvido na aquisicao de Cu pelas raizes, especialmente em condic¢des de deficiéncia de
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Cu, no crescimento radicular, bem como na redistribui¢do de Cu aos 6rgdos reprodutivos e, por
consequéncia, parece ser importante para o desenvolvimento de pélen (KAMPFENKEL et al.,
1995, PUIG, 2014; SANCENON et al., 2004). J4 o AtCOPT2 tem papel na aquisicio e
distribuicdo de Cu, ainda, sugere-se contribuir na homeostase de Cu e Fe e no metabolismo do
fosfato (PEREA-GARCIA et al., 2013; PUIG, 2014; SANCENON et al., 2003). Os
transportadores AtCOPT3 e AtCOPT4 ainda ndo foram caracterizados funcionalmente. No
entanto, o AtCOPT4 diferencia-se dos demais membros por ndo apresentar residuos de
metionina e motivos essenciais que possibilitam o transporte de Cu (PUIG, 2014; SANCENON
et al., 2003). Assim, sugere-se que ndo esteja envolvido de maneira direta no transporte de Cu
(PUIG, 2014; SANCENON et al., 2003).

De acordo com analises filogenéticas, dos nove membros da subfamilia P1g-ATPases 0s
transportadores OsHMA4, OsHMAS, OsHMAG, OsHMA7, OsHMAS8 e OsHMAS9 formam um
grupo relacionado ao transporte de Cu (LEE et al., 2007). Dentre esses, 0s membros OsHMAG,
OsHMAY7 e OsHMAS8 ainda nédo foram caracterizados funcionalmente em arroz (Quadro 1).

Sugere-se que o0 membro OsHMAA4 transporta Cu para os vacuolos das raizes, o que
resulta em uma menor concentra¢do de Cu nos graos (HUANG et al., 2016). A sua inducéo
ocorre ap6s um tempo longo de exposicdo ao Cu (HUANG et al., 2016). O membro em
Arabidopsis thaliana com a sequéncia mais semelhante é o AtHMAD5, tendo uma semelhanca
de sequéncia de 56,5% (HUANG et al., 2016). Ainda ndo foi descrita a localizacdo subcelular
do AtHMAD5, porém observou-se que o mutante athmab apresentou maior sensibilidade ao Cu
em relacdo ao tipo selvagem, sugerindo papel na detoxificacdo de Cu nas raizes (ANDRES-
COLAS et al., 2006). Além disso, é muito induzido por excesso de Cu (ANDRES-COLAS et
al., 2006).

Ja 0 membro em arroz OsHMAJS apresenta 72% de semelhanca de sequéncia com o
AtHMAGS e 57% com 0 OsHMA4 (DENG et al., 2013). Sugere-se que o0 OsSHMAJS transporta
Cu ao xilema nos estagios vegetativos e reprodutivos (DENG et al., 2013). De acordo com o
estudo de Deng et al. (2013), a concentracdo de Cu nos tecidos do mutante oshma5 nao difere
da encontrada no seu tipo selvagem (DENG et al., 2013). No entanto, 0 mutante oshma5
apresenta menor concentragdo de Cu na seiva do xilema e na parte aérea em relagéo ao seu tipo
selvagem, por consequéncia apresenta maior concentracdo de Cu nas raizes (DENG et al.,
2013). Sugere-se que 0 OsHMAGS é um transportador de membrana plasmatica (DENG et al.,
2013). Nos estagios vegetativos, localiza-se principalmente em raizes, especificamente nas
células externas do periciclo (DENG et al., 2013). Ja nos estagios reprodutivos, localiza-se na

regido dos feixes vasculares difusos do xilema no no I, células de parénquima dos tecidos
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vasculares do pedunculo, casca e raquis (DENG et al., 2013). Dessa forma, parece contribuir
no transporte de Cu aos graos, visto que o mutante oshmab apresenta menor concentragdo de
Cu nos graos em relacao ao tipo selvagem (DENG et al., 2013). Sua expressdo é induzida por
excesso de Cu e parece que o Cu é transportado na sua forma reduzida (Cu®) (DENG et al.,
2013).

Parece que o OsHMAJ9 é um transportador de efluxo de Cu, especialmente na parte
aérea (LEE et al., 2007). Alem disso, apresenta uma maior expressao em folhas velhas do que
em folhas jovens e hd uma inducéo da expressdo em maiores concentracfes de Cu, Zn e Cd
(LEE et al., 2007). Sugere-se ser um transportador de membrana plasmatica e estd presente
principalmente nos tecidos vasculares (LEE et al., 2007). O membro em Arabidopsis thaliana
mais relacionado é o AtHMA7/RAN1, o qual transporta Cu ao receptor de etileno ETR1
(HIRAYAMA et al., 1999; LEE et al., 2007).

Outro membro ja descrito funcionalmente em arroz ¢ o OsYSL16, o qual pertence a
familia YSL (ZHENG et al., 2012). O OsYSL16 possui funcdo importante no transporte de Cu-
NA no floema, dessa forma o elemento pode ser remobilizado de folhas velhas para tecidos em
desenvolvimento, incluindo folhas jovens e sementes (ZHENG et al., 2012). Esta presente,
principalmente, nos tecidos vasculares de folhas e raizes (LEE et al., 2012; ZHENG et al.,
2012). Além disso, esse transportador também parece estar envolvido na distribuicdo de Fe e
ao superexpressar o0 gene OsYSL16 em plantas, observou-se maior tolerancia a deficiéncia de
Fe (LEE et al., 2012).
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COPT

OsCOPTL1 | Principalmente em raizes e | *Baixa Cu™? ? « texp. em [[Cu] nas raizes e | Yuan et al.
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panicula. membrana podem atuar juntos | parte aérea. (2012).

plasmatica. para  realizar 0 |* fexp. em |[[Mn] e |[Zn] em
transporte de Cu. | raizes.
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quando OsCOPT6 para | raizes.

sozinho. realizar o transporte | *fexp. em |[Fe] na parte aérea.
*Parece ser de eficiente  de Cu, | *|]exp. em |[Fe] em raizes.
membrana exceto em raizes.

plasmatica.
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quando OsCOPT6 para | aérea.
sozinho. realizar o transporte
*Parece ser de eficiente de Cu,
membrana exceto em raizes.

plasmatica.

OsCOPT4 | Principalmente em raizes, mas | *Sugere-se ser | Cu™? ? | lexp. em 1[Cu] nas raizes e | Yuan et al.
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bainha; colmo; panicula. quando OsCOPT6 para | | |exp. em raizes.

sozinho. realizar o transporte
*Parece ser de eficiente de Cu,
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plasmatica.
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panicula. membrana podem atuar juntos | parte aérea. (2011).

plasmaética. para  realizar 0 | *fexp. em |[Zn] nas raizes.
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membrana OsCOPT3 ou

plasmatica. OsCOPT4 na
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plasmaética.
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velhas); bainha; colmo; | plasmatica. transporte de Cu sem | ¢| |exp. em 1[Cu] nas raizes e
panicula. se associar a outra | parte aérea.
proteina. *Texp. em |[Zn], |[Fe] e |[Mn]
na parte aérea.
*Texp. em |[Zn] em raizes.
HMA
OsHMA4 | Principalmente em raizes do | *Tonoplasto. Cu®™ | Transporta Cu no | *fexp. em 1[Cu] em raizes em | Huang et al.
que em outros  0Orgaos; vacuolo das raizes. longo prazo. (2016); Lee
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células do periciclo das zonas lexp. em |[[Cu] e |[Fe].
maduras da raiz. *Nao alterou a expressdo
significativamente pela maior
concentracdo de Cu, Zn, Pb ou
Cd (LEE et al., 2007).
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principalmente  em  raizes | plasmatica. no  xilema  nos | 2013). (2013); Lee
(especificamente nas células estagios vegetativos | *texp. na presenga de T[Cu], | etal. (2007).
externas do periciclo das zonas e reprodutivos | 1[Zn], 7[Pb] ou 1[Cd] (LEE et
maduras); nos estagios (DENG et al., 2013). | al., 2007).
reprodutivos na regido dos Sugere-se papel na
feixes vasculares difusos do detoxificacdo celular
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e raquis.
OsHMAG6 | Principalmente em folhas do ? Cu? | Sugere-se contribuir | «fexp. na presenga de 1[Cu], | Lee et al.
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detoxificacdo de
metais.
OsHMA7 | Principalmente em folhas do ? Cu? ? *Ndo alterou a expressdo | Lee et al.
que em raizes; sementes; significativamente pela maior | (2007).
colmo. concentragdo de Cu, Zn, Pb ou

Cd.
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OsHMAS8 | Principalmente em folhas do ? Cu ? *Ndo alterou a expressdo | Lee et al.
que em raizes; colmo. significativamente pela maior | (2007).
concentragdo de Cu, Zn, Pb ou
Cd.
OsHMA9 | Durante crescimento vegetativo | *Membrana Cu | Efluxo de metais, | «Texp. em 1[Cu], 1[Zn] e 1[Cd]. | Lee et al.
maior expressao em raizes do | plasmatica. principalmente  na (2007).
que em folhas; raiz seminal parte aérea. Sugere-
(principalmente no cilindro se contribuir em certa
vascular, zona de diferenciagéo tolerancia a maior
na regido do cortex). Maior concentragédo de
expressdo em folhas maduras metais (Cu, Zn e Pb).
(tecidos vasculares; mesofilo;
baixa nas células epidérmicas);
bainha; espiguetas em
desenvolvimento; anteras;
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YSL
OsYSL16 | Raizes (especialmente nas | *Membrana Cu- | Atua no | *Nas raizes |[[Zn] e |[Fe] Texp. | Zheng et al.
zonas maduras); exoderme; | plasmatica. NA | carregamento de Cu- | *Na parte aérea |[[Fe] |exp e | (2012).
estelo; tecidos vasculares da NA no floema. L[Zn] texp.
lamina foliar; lema; pélea; *Nas regides basais |[Mn] e
(especialmente gluma); bainha; L[Cu] exp.
floema dos nés.

8¢



39

2.4.3 Chaperonas envolvidas no transporte de Cu

Além de transportadores de membrana, a rede de transporte de Cu intracelular conta
com pequenas proteinas soluveis, as chaperonas (BLABY-HAAS et al., 2014; PRINTZ et al.,
2016). Essas proteinas sao responsaveis por complexar o Cu e transporta-lo até o alvo, podendo
ser, por exemplo, uma apoproteina especifica ou uma proteina integral de membrana de uma
organela, dessa forma, evitam o acimulo de Cu livre no citoplasma e, por consequéncia, seus
potenciais efeitos toxicos (BLABY-HAAS et al., 2014; PRINTZ et al., 2016; SHIN; LO; YEH,
2012).

Em Arabidopsis thaliana j& foram descritas algumas chaperonas que participam da rede
de transporte de Cu, dentre essas, a chaperona CCS (Cu chaperona para SOD) que direciona o
Cu™ as isoformas da CuZnSOD (CSD1 e CSD2), sugere-se também haver uma interacdo entre
essa chaperona e o transportador AtHMAS8/PAA2 (BLABY-HAAS et al., 2014; TAPKEN et
al., 2015); a chaperona PCH1 (Plastideo chaperona 1) leva o Cu® para o transportador
AtHMAG6/PAAL (BLABY-HAAS et al., 2014; TAPKEN et al., 2015); a ATX1 (Proteina
antioxidante 1) é a chaperona que leva o Cu* as P1g-ATPases, por exemplo a RAN1 (AtHMAT7)
no reticulo endoplasmatico, e ainda, parece que a maioria das proteinas de endomembranas e
do apoplasto tem o Cu™ adicionado no reticulo endoplasmatico ou na parte trans do complexo
de Golgi, assim utilizam a rota COPT-ATX1-RAN1 (PENARRUBIA et al., 2015; SHIN; LO;
YEH, 2012).

2.4.4 Absorcao de cobre

A absorcdo de Cu é considerada uma das principais etapas para a manutencdo da
homeostase desse elemento nas células (SANCENON et al., 2004; YRUELA, 2009). O
mecanismo de absorcéo de Cu pelas raizes ainda néo foi totalmente compreendido (RYAN et
al., 2013). Porém, ha evidéncias que em plantas, como as dicotiledéneas e ndo gramineas, 0
processo de absorcdo e translocagdo de Cu dependem de reacgdes redox (RYAN et al., 2013).
Ja em gramineas, a partir do estudo com Avena sativa, parece que o processo de absorcao e
translocacéo dependem de mecanismos de complexagdo (RYAN et al., 2013).

Em Arabidopsis thaliana, os COPTs, em geral, séo transportadores de alta afinidade
para Cu na sua forma reduzida (Cu*), os membros dessa familia localizados na membrana

plasmaética e envolvidos no transporte de Cu* ao citoplasma sdo o COPT1, COPT2 e COPT6
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(SANCENON et al., 2004; PUIG, 2014; PENARRUBIA et al., 2015). Sugere-se que 0
AtCOPT1 é o principal transportador de entrada de Cu nas células das raizes, visto que as
linhagens mutantes para 0 COPT1 apresentaram absorcao e concentracdo de Cu em seus tecidos
40-60% menores que no tipo selvagem (PENARRUBIA et al., 2015; PUIG, 2014;
SANCENON et al., 2004).

No entanto, na solugdo dos solos o Cu pode ser encontrado na sua forma oxidada (Cu?*)
(BRUNETTO et al., 2016). Desse modo, possivelmente ocorre a reducio de Cu*? para Cu* por
redutases de membrana, favorecendo a absorcdo de Cu pelos COPTs (BERNAL et al., 2012;
PENARRUBIA et al., 2015; PUIG, 2014; RYAN et al., 2013), esse mecanismo de absor¢io
pode ser visualizado na Figura 1. Porém, é possivel que o Cu também seja absorvido pelas
células na sua forma oxidada (Cu?*) pelos transportadores ZIP2 e ZIP4 em Arabidopsis thaliana
(PENARRUBIA et al., 2015; WINTZ et al., 2003). Entretanto, ha divergéncias entre autores
nessa questdo e necessita ser demonstrado experimentalmente em plantas (DEL POZO;
CAMBIAZO; GONZALEZ, 2010; MILNER et al., 2013; PENARRUBIA et al., 2015; PRINTZ
etal., 2016; WINTZ et al., 2003).

As redutases FRO4 (oxidase-redutase férrica 4) e FRO5 (oxidase-redutase férrica 5) de
A. thaliana sdo altamente responsivas a deficiéncia de Cu, o que pode permitir a reducdo desse
elemento nessas condi¢des e, por consequéncia, sua entrada na célula (BERNAL et al., 2012;
PENARRUBIA et al., 2015). Sabe-se que em A. thaliana a regulacio da expresséo de FRO4 e
FRO5, bem como a expressdo de COPT1 e COPT2 ocorre através do fator de transcricdo SPL7
(BERNAL et al., 2012; PENARRUBIA et al., 2015; PRINTZ et al., 2016; PUIG, 2014;
YAMASAKI et al., 2009).

Ainda, esse mecanismo de absor¢cdo conta com uma maior expressdo de H™-ATPases
(AHA) que sdo proteinas integrais de membrana plasmaética, as quais acidificam o meio
extracelular sob baixas concentracdes de Cu, permitindo maior solubilizacdo do micronutriente
(PENARRUBIA et al., 2015; SANTI; SCHIMIDT, 2009). Sugere-se que essa estratégia de
reducdo do Cu* para Cu* pode ter sido uma adaptacdo para favorecer a entrada de Cu por
transportadores de alta afinidade e/ou para facilitar a entrada na forma que a planta mais utiliza
no seu trafego intracelular (PENARRUBIA et al., 2015), visto que a forma Cu* é a
predominante em raizes e folhas (RYAN et al., 2013).

O Cu pode ser transportado nas formas Cu* e Cu?*, mas ha evidéncias que em arroz o
Cu é transportado no xilema majoritariamente na forma complexada com acido 2-

desoximugineico, ja no floema pode estar em diferentes complexos, dentre esses pode estar
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associado a nicotianamina (Cu-NA) (ANDO et al., 2012; PRINTZ et al., 2016; RYAN et al.,
2013).

Figura 1 — Modelo de absorcédo de Cu através da membrana plasmatica em Arabidopsis thliana.
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3 ARTIGO — ASPECTOS FISIOLOGICOS, MORFOLOGICOS E MOLECULARES

DA HOMEOSTASE DE COBRE EM ARROZ (Oryza sativa L) E A
CONTRIBUICAO DO TRANSPORTADOR OsHMAS

PHYSIOLOGICAL, MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR ASPECTS OF COPPER
HOMEOSTASIS IN RICE (Oryza sativa L.) AND THE CONTRIBUTION OF THE
OsHMA5 TRANSPORTER

RESUMO

O cobre (Cu) € um elemento mineral essencial para 0s vegetais, porém seu excesso ou
deficiéncia podem causar diversos efeitos negativos ao metabolismo que, consequentemente,
influenciam processos fisioldgicos importantes, como a fotossintese. Assim, através de
diferentes estratégias as plantas precisam manter a homeostase de Cu nas células. O objetivo
do presente trabalho foi caracterizar aspectos relacionados a homeostase de Cu em Oryza sativa
através do papel do transportador OsHMAS, bem como de parametros fisiologicos e
morfolégicos do tipo selvagem (cv. Nipponbare) e do mutante oshma5. O trabalho foi
conduzido em sala de crescimento controlada e as plantas foram submetidas a trés
concentragdes de Cu (sem adi¢do de Cu “0”; 0,2 e 20 uM) em solugao nutritiva durante 13 dias.
Em resposta a deficiéncia de Cu, plantas do tipo selvagem apresentaram maior expressdo do
transportador de Cu OsCOPT1 e diminuicdo dos parametros fotossintéticos ETR e Y(II), antes
de demonstrarem reducdo em parametros de crescimento. Houve menor concentracdo de
elementos minerais (Cu, Fe, Mg e Zn) nos tecidos de parte aérea do mutante oshma5 em 20 uM
de Cu em relacgdo ao tipo selvagem. No entanto, o tipo selvagem apresentou maior concentragdo
desses elementos na parte aérea de plantas submetidas a 20 uM de Cu em relacdo as demais
concentracdes de Cu. Ainda, a maior concentracdo de Cu na solucao nutritiva ocasionou efeitos
negativos em parametros de crescimento (matéria seca de raizes e de parte aérea, area foliar,
comprimento e &rea de superficie de raizes) no tipo selvagem e no mutante oshmabs,
evidenciando que o transportador OsSHMADS ndo contribui de modo significativo a tolerancia ao
excesso de Cu. No tipo selvagem, os miRNAs analisados (miRNA397ab, miRNA398b e
miRNA408) sdo induzidos em deficiéncia de Cu, sendo assim parece que 0 mecanismo de
economia de Cu é conservado em Oryza sativa.

Palavras-chave: Arroz. Fotoquimica. Metais pesados. MicroRNAs. Mutante.

ABSTRACT

Copper (Cu) is an essential mineral element for plants, but its excess or deficiency can cause
several negative effects on metabolism, which consequently influence important physiological
processes, such as photosynthesis. Therefore, the plants need to maintain Cu homeostasis
through different strategies in the cells. The objective of the present work was to characterize
aspects related to the Cu homeostasis in Oryza sativa through the role of the OsHMAS
transporter, as well as physiological and morphological parameters from both wild type (cv.
Nipponbare) and oshma5 mutant. The work was conducted in a controlled growth room and the
plants were submitted to three concentrations of Cu (without addition of Cu "0"; 0.2 and 20
uM) in nutrient solution during 13 days. In response to Cu deficiency, wild type plants showed
higher expression of the OsCOPT1 Cu transporter and lower photosynthetic parameters ETR
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and Y (1), before demonstrating reduction in growth parameters. There was lower concentration
of mineral elements (Cu, Fe, Mg and Zn) in the shoot of the oshma5 mutant in 20 uM of Cu
compared to the wild type. However, the wild type presented higher concentration of these
elements in the shoot of plants submitted to 20 uM of Cu in relation to the other concentrations
of Cu. In addition, the higher concentration of Cu in the nutrient solution caused negative effects
on growth parameters (dry matter of roots and shoot, leaf area, length and root surface area) in
wild type and oshma5 mutant, evidencing that the transporter OSHMAGS does not contribute
significantly to Cu excess tolerance. In the wild type, the miRNAs analyzed (miRNA397ab,
miRNA398b and miRNA408) were induced in Cu deficiency, so it seems that the Cu economy
mechanism is conserved in Oryza sativa.

Keywords: Rice. Photochemistry. Heavy metals. MicroRNAs. Mutant.

INTRODUCAO

O cobre (Cu) é um micronutriente para o adequado crescimento e desenvolvimento
vegetal em funcdo de ser cofator de muitas proteinas que participam de diferentes processos
fisiologicos, tais como fotossintese, respiracdo, percepcdo hormonal, resposta ao estresse
oxidativo e metabolismo da parede celular (BURKHEAD et al., 2009). O Cu caracteriza-se por
ser um metal de transicdo, assim sua habilidade de variar entre dois estados de oxidacdo (Cu* e
Cu?*) possibilita sua participacdo em reacdes de transferéncia de elétrons (BERNAL et al.,
2012).

Embora o Cu seja um elemento mineral essencial, seu excesso ou deficiéncia podem
implicar em diversos efeitos prejudiciais ao metabolismo vegetal e afetar processos fisioldgicos
importantes, como a fotossintese, ocorrendo reducédo de crescimento e de biomassa, alteracdes
na sintese de pigmentos fotossintéticos, etc (ADREES et al., 2015; BURKHEAD et al., 2009;
MARSCHNER, 2012; YRUELA, 2005; YRUELA, 2009). Além disso, principalmente em
condicdo de excesso de Cu, pode ocorrer aumento na concentracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais podem desencadear o estresse oxidativo, causando danos
irreversiveis em proteinas, DNA, carboidratos e lipideos (GILL; TUTEJA, 2010). Para reduzir
os danos causados pelas EROs, 0s organismos aerobicos apresentam um sistema antioxidante
incluindo diversas enzimas e compostos ndo enzimaticos que tem como objetivo reduzir a
concentracdo de EROs nas células (SHARMA et al.,, 2012). Dentre os antioxidantes
enzimaticos, estdo as metaloenzimas superdéxidos dismutases (SODs), como a FeSOD e a
CuZnSOD, as quais catalisam a dismutacdo do anion superéxido (O2) em Oz e H20; (GILL,;
TUTEJA, 2010).
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Para manter a homeostase de Cu nas células vegetais, varios processos necessitam ser
regulados, tais como a absor¢do de Cu pelas raizes, transporte das raizes a parte aérea,
detoxificacdo no vacuolo e o transporte entre os tecidos de diferentes 6rgaos (HUANG et al.,
2016). Um mecanismo ja descrito para Arabidopsis thaliana é o de economia de Cu em
condicGes de deficiéncia de Cu (BURKHEAD et al., 2009). Esse mecanismo é regulado pelo
fator de transcricdo SPL7 (SQUAMOSA promoter binding like protein 7), o qual regula
diferentes proteinas cupricas indiretamente através de microRNAs especificos e diretamente
proteinas envolvidas na homeostase de Cu por meio da ligacdo em sequéncias especificas na
regido do promotor de seus alvos (YAMASAKI et al., 2009). Esse mecanismo permite que o
Cu seja direcionado com prioridade a proteinas que participam de processos fundamentais no
metabolismo vegetal, como a plastocianina e citocromo ¢ oxidase, e reduz o uso de Cu por
proteinas consideradas menos essenciais ao metabolismo vegetal, como as CuzZnSODs
(BURKHEAD et al., 2009; PENARRUBIA et al., 2010). Parece que esse mecanismo de
adaptacdo a deficiéncia de Cu é conservado em arroz (Oryza sativa L.), devido seu genoma
codificar microRNAs homdlogos aos que participam desse mecanismo em A. thaliana
(YAMASAKI; PILON; SHIKANAI, 2008), como 0 OsmiRNA397 (ZHANG et al., 2013) e
OsmiRNA408 (ZHANG et al., 2017).

O arroz além de ser uma importante cultura agricola no mundo, apresenta uma base de
dados moleculares bem estabelecida, assim é uma planta modelo para estudos em
monocotileddneas (SONG et al., 2013). Ja foram descritos diferentes transportadores e
proteinas que atuam na homeostase de Cu em diferentes espécies vegetais, abordados
recentemente pelas revisdes de Printz et al. (2016), Migocka (2015) e Puig (2014). Os
transportadores da familia CTR-like/COPT de plantas estdo relacionados, principalmente, a
absorcdo de Cu* (PUIG, 2014). Em arroz (Oryza sativa) ha sete membros dessa familia
(OsCOPT1-7) (YUAN et al.,, 2011). Parece que OsCOPT1, OsCOPT5 e OsCOPT7 sdo
regulados de forma semelhante em resposta a concentragédo externa de Cu (YUAN et al., 2011).
Jaas Cu-ATPases, as quais fazem parte da subfamilia P1g-ATPases (AXELSEN; PALMGREN,
1998; MIGOCKA, 2015), sdo proteinas que contribuem, em geral, no transporte intracelular
entre organelas e o citosol, detoxificacdo de Cu, bem como no efluxo de Cu para 0 meio
extracelular (MIGOCKA, 2015). No genoma de arroz existem nove genes que codificam para
proteinas das Pig-ATPases (OsHMA1-9) (MIGOCKA, 2015; WILLIAM; MILLS, 2005).

Dentre esses, o transportador OsHMAJ5, localizado principalmente nas células do periciclo das
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raizes, parece estar envolvido no efluxo de Cu para o xilema nos estagios vegetativos e
reprodutivos (DENG et al., 2013).

Obter mais informacdes sobre o transporte de Cu e sua homeostase em plantas pode
ajudar no desenvolvimento de plantas modificadas visando a maior tolerancia a solos
contaminados por Cu para uso na fitorremediacéo ou para maior produgéo na cultura (HUANG
et al., 2016; YRUELA, 2009). Além disso, a alteracdo da concentracdo de Cu em Orgaos
vegetais de consumo vai implicar em aumento ou reducdo da entrada de Cu na cadeia alimentar
(HUANG et al., 2016; YRUELA, 2009).

Apesar de um crescente interesse nos Ultimos anos sobre a homeostase de Cu em plantas,
muitos transportadores de Cu precisam ser identificados e caracterizados. Ainda, é necessario
entender como influenciam em processos fisiolégicos importantes, como a fotossintese, e 0s
mecanismos relacionados a tolerancia e a deficiéncia de Cu em diferentes espécies vegetais.
Desse modo, este trabalho objetiva compreender melhor aspectos relacionados com a
homeostase de Cu, bem como sobre o papel do transportador OsHMAS5 em Oryza sativa,
através de parametros fisiologicos, morfoldgicos e moleculares com o uso do tipo selvagem

(cv. Nipponbare) e do mutante oshmab5.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condicdes de crescimento

Foram realizados dois experimentos diferentes, porém sob as mesmas condi¢Bes
experimentais, 0s quais foram conduzidos em sala de crescimento controlada. Foram utilizadas
sementes de Oryza sativa do mutante oshma5 (NF8524) e de seu respectivo tipo selvagem,
cultivar Nipponbare (cv. Nipponbare). O mutante possui a insercdo do retrotransposon Tos17
no segundo éxon do OsHMADS, conforme descrito por Deng et al. (2013).

As sementes foram submetidas a um protocolo de desinfestacdo e em seguida mantidas
em um recipiente com agua destilada, sob temperatura constante de 25°C durante 24 horas no
escuro. Subsequentemente, as sementes foram transferidas para placas de petri, onde
permaneceram por sete dias sob temperatura de 25°C e com fotoperiodo de 16h/8h de
luz/escuro. Em seguida, as plantas foram transferidas para copos plasticos de 50 ml contendo
vermiculita e mantidas com agua destilada durante quatro dias, posteriormente as plantas foram

cultivadas nas mesmas condic¢des, porém em solugcdo modificada de Ishimaru et al. (2005),
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contendo 0,7 mM K3SOs, 0,1 mM KCI, 0,14 mM KH2PQOg4, 1,39 mM Ca(NOs)2 .4H20, 0,244
mM MgSOQO4.7 H20, 10 uM H3BO3, 0,5 uM MnSOa. H20, 0,2 uM CuS04.5 H20, 0,275 uM
ZnS04.7 H20, 0,05 uM NazMoOs. 2H20, e 0,1 mM Fe**-EDTA.

Ap0s nove dias, as plantas, em estadio V1-V2 (COUNCE; KEISLING; MITCHELL,
2000), foram transferidas para as unidades experimentais (UEs), sendo uma UE um recipiente
de 400 ml contendo seis plantas. Nessa condic&o, as plantas permaneceram em solucéo controle
(descrita anteriormente) por quatro dias para aclimatacdo. Posteriormente, as plantas foram
submetidas aos tratamentos de concentracdo de Cu (sem adigdo de Cu “0”; 0,2 e 20 uM,
fornecidos na forma de CuSQO4.5 H>O) durante 13 dias. No final do experimento as plantas
estavam em V3-V4 (COUNCE; KEISLING; MITCHELL, 2000). A cada trés dias foram
realizadas as trocas da solugdo nutritiva e o pH foi ajustado para 5,5 com adi¢do de HCI ou
NaOH.

Producéo de matéria seca e comprimento de colmo

No final do experimento (aos 13 dias do inicio dos tratamentos), a parte aérea e raizes
de trés plantas por tratamento foram coletadas e secas em estufa de ventilagdo forcada a 65°C
até atingir massa constante. A matéria seca foi obtida com o uso de uma balanca de precisdo. O
comprimento de colmo foi determinado com o uso de uma régua graduada, medindo-se da base

do colmo até o &pice do colmo de trés plantas por tratamento.

Avaliagdes biométricas de raizes e area foliar

A coleta das plantas foi realizada aos 13 dias do inicio dos tratamentos, para as
avaliacBes biometricas de raizes utilizaram-se raizes de cinco plantas por tratamento. Foram
avaliados os parametros didmetro médio de raizes (mm planta), comprimento de raizes (cm
planta?), volume de raizes (cm?® planta®) e area de superficie de raizes (cm? planta™). Para a
area foliar foi utilizado trés plantas por tratamento. Imagens digitalizadas de raizes e folhas
foram geradas com o auxilio do scanner EPSON 11000 com resolucéo de 600 dpi e 200 dpi,
respectivamente. As amostras foram suspensas em uma lamina de dgua de 0,5 cm presente em
uma bandeja de acrilico transparente de 30-40 cm?. O software WinRHIZO® Pro 2007 foi

utilizado para analisar as imagens digitalizadas.
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Concentragdo de elementos minerais nos tecidos

Aos 13 dias do inicio dos tratamentos, as plantas foram coletadas e separadas em raizes
e folhas, foram utilizadas cinco plantas por tratamento. As raizes foram lavadas com agua Milli-
Q e posteriormente as amostras foram submetidas a estufa de ar forcado a 65°C durante 24
horas. As analises foram realizadas no Laboratorio de Quimica da UFSM. As amostras secas
de tecidos de raizes e folhas foram decompostas em um tubo de polipropileno de 15 ml contendo
1 ml de &cido nitrico P.A., previamente destilado em sistema de destilacéo de quartzo (duoPUR,
Subboiling Distillation System, Milestone, Italia), sob a temperatura de 90°C, durante 30 min,
em banho-maria, utilizando massas entre 2 e 7 mg de amostra seca. Apos a decomposicéo, as
amostras foram aferidas ao volume final de 5 ml. Os elementos Ca, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn
foram quantificados utilizando um espectrémetro de emisséo dptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) (modelo Optima 4300 DV, Perkin Elmer Sciex, Canadd). Para a
determinacdo de Cu, foi utilizado um espectrobmetro de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) (modelo Elan DRC II, Perkin Elmer Sciex, Canada).

Atividade das enzimas superédxido dismutase (SOD)

Para determinacdo da atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), aos 13 dias
do inicio dos tratamentos, plantas foram coletadas e separadas em folhas e raizes, as quais foram
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer -80°C, cada
repeticdo foi composta por 22 plantas, totalizando trés repeticGes. Antes das andlises, as
amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e pesadas 0,5 g de folhas e raizes. As amostras
foram homogeneizadas utilizando 3 ml de solucéo tampéao de fosfato de sédio 0,05 M (pH 7,8),
contendo 1 mM EDTA e 0,5 % Triton X-100. O homogeneizado foi centrifugado a 13000 g
durante 20 min a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para ensaio de atividade enzimatica e
contetdo proteico (ZHU et al., 2004; BRADFORD, 1976).

A atividade das SOD foi avaliada de acordo com o método espectrofotométrico descrito
por Giannopolitis e Ries (1977). Para a reacao, adicionaram-se em tubos de ensaio 3 ml do mix
contendo solucéo tampdo de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 13mM, EDTA 0,1
UM, NBT 75 uM e riboflavina (2 uM). Posteriormente, os tubos foram incubados em lampada
fluorescente de 15 W durante 15 minutos sendo entdo realizada a leitura da absorbancia a 560
nm. Por este método, foi determinada a inibicao da redugdo do NBT (p-nitro blue tetrazolium)

pelo extrato enzimatico evitando assim a formagéo do croméforo. Para efeito de calculo, o
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branco da reacédo foi considerado como sendo os tubos que ndo continham extrato, exposto e
ndo exposto a luz. Uma unidade de atividade enzimatica (U) de SOD foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para obter 50% de inibi¢do da reducdo do NBT pela SOD
contida no extrato enzimatico. A atividade foi determinada pelo célculo da quantidade de

extrato que inibe 50% da reacdo de NBT e expressa em U mg™ proteina.

Determinacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202)

Aos 13 dias do inicio dos tratamentos, plantas foram coletadas e separadas em folhas e
raizes, as quais foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer -80°C, cada repeticao foi composta por 22 plantas, totalizando trés repeti¢cées. Antes
das analises as amostras foram maceradas em nitrogénio liquido. A concentracao de peroxido
de hidrogénio (H20>) foi determinada conforme Loreto e Velikova (2001). Amostras de tecidos
de raizes e parte aérea (aproximadamente 0,1 g) foram misturadas em 2,0 ml de acido
tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). Em seguida, o0 homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g
por 15 minutos a 4°C e 0,5 ml do sobrenadante foi adicionado em 0,5 ml de tampéo fosfato de
potéssio (10 mM) (pH 7,0) e 1 ml de KI (1M). A leitura foi realizada na absorbancia de 390
nm. A concentragio de H20; foi expressa em umol g MF (matéria fresca).

Concentracédo de pigmentos fotossintéticos

Aos 13 dias do inicio dos tratamentos, foram coletadas folhas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido, posteriormente foram armazenadas em ultrafreezer -80°C.
Cada repeticao foi composta por 22 plantas, totalizando trés repeticGes. A determinacdo foi de
acordo com o método de Hiscox e Israeslstam (1979) e calculada com o auxilio da formula de
Lichtenthaler (1987). Amostras de 0,05 g de folhas maceradas em nitrogénio liquido foram
incubadas a 65°C em dimetilsulféxido (DMSO) até os pigmentos serem completamente
removidos. Para a determinacdo da clorofila a, clorofila b e carotenoides, a absorbancia da
solugdo foi medida em 663 e 645 nm e 470 nm, respectivamente, utilizando um

espectrofotdbmetro. A clorofila total foi obtida através da soma da clorofila a e clorofila b.
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Fluorescéncia da clorofila a

Para as medicbes dos parametros da fluorescéncia da clorofila a foi utilizado o
fluorémetro de pulso modulado JUNIOR-PAM (Walz, Alemanha) em plantas aos 7 e 13 dias
apos a adicdo dos tratamentos. As medidas foram realizadas na ultima folha completamente
expandida de quatro plantas por tratamento (7 dias) e cinco plantas por tratamento (13 dias). As
plantas estavam adaptadas ao escuro e as medi¢des iniciaram as 5:00 horas da manha. A
fluorescéncia minima (Fo) foi medida com pulso modulado <0.05 umol m2s? por 1,8 ps. A
fluorescéncia maxima (Fm) foi determinada apos a folha ser submetida a um pulso de luz
actinica de 10.000 pmol m? s por 0,6 s. O rendimento quantico maximo do PSII foi obtido
pela relacdo Fv/Fm, na qual Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm (GENTY; BRIANTAIS; BAKER, 1989;
MAXWELL; JOHNSON, 2000). O rendimento quantico fotoquimico efetivo do PSII (Y(II)) e
a taxa de transporte de elétrons (ETR) foram obtidos submetendo cada folha a nove niveis de
radiacédo fotossinteticamente ativa (PAR): 0, 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 ¢ 1500 pwmol
fotons m? s por 10s (FERREIRA et al., 2015). Para a obtencéo dos graficos, as medidas da
ETR foram ajustadas conforme a equagio ETR = ETRmax [1-€%?], onde k é uma constante de
ajuste e Q é a intensidade da luz (PAR) (FERREIRA et al.,, 2015; RASCHER; LIEBIG;
LUTTGE, 2000).

Analises de expressdo génica por RT-gPCR

Aos 13 dias do inicio dos tratamentos foram coletadas folhas do tipo selvagem (cv.
Nipponbare) de plantas submetidas aos tratamentos sem adicéo de Cu “0” e 0,2 UM de Cu. O
RNA total foi extraido com o uso do reagente TRIzol® seguindo as instruc@es do fabricante. O
RNA foi quantificado pelo espectrofotbmetro NANODROP. A transcri¢do reversa, na qual o
RNA foi convertido em cDNA, foi realizada utilizando a enzima M-MLV (Invitrogen - Life
Technologies Corporation) transcriptase reversa de acordo com as instrugdes do fabricante, foi
adicionado a reagdo 1pl de stem-loop, em seguida o cDNA foi armazenado & -20°C. Os primers
utilizados estdo descritos no Quadro 1 (Material suplementar). Para a reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR) foi utilizado um volume de 20 ul [sendo 10 pl
de cDNA diluido 100 vezes e 10 pl da solucéo contendo: 49,7 H,O Milli-Q, 26,5 ul de tampéo
de PCR 10X, 15,9 ul de MgCl> 50 mM, 5,3 ul de primers, 2,7 ul dNTPs, 26,5 ul de SYBR
Green® e 0,7 pl de Platinum Taq DNA polimerase (5 U/ul, Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA)].
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A reacdo foi realizada em um aparelho StepOne Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), com um passo inicial de desnaturacdo de 5 minutos em
95°C e seguida por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos; por fim as amostras foram submetidas a uma temperatura de 95°C a 15 segundos,
ap6s mantidas por 1 minuto em 60°C e a 95°C por 15 segundos. Os dados obtidos foram
quantificados de acordo com o método do Ct comparativo (244% (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001) e a eficiéncia da PCR foi analisada conforme descrito por Ricachenevsky et al. (2011).
Os valores de Ct para todos os genes foram normalizados para o valor Ct da UBQ5 (JAIN et
al., 2006). O tipo selvagem (cv. Nipponbare) em condigéo de 0,2 uM de Cu foi utilizado como
controle e foram utilizadas quatro repeti¢fes bioldgicas para cada tratamento, cada repeticdo

contendo tecidos de trés plantas.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo Teste t e Teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro,
com o auxilio do programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

RESULTADOS

Parametros de crescimento e concentracao de elementos minerais em plantas do tipo
selvagem e do mutante oshma5

Desde a germinacdo observou-se diferencas fenotipicas, como na coloracdo de folhas e
no crescimento, entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 (Figura 4e; Material suplementar:
Figura 10), isso difere do que foi observado no trabalho de Deng et al. (2013). Esses autores
ndo observaram diferencas quanto ao crescimento entre o tipo selvagem e mutantes oshmab
durante o periodo vegetativo em solucgéo controle (contendo 0,2 uM de Cu).

Nos parametros de crescimento, como matéria seca de raizes e de parte aérea, area foliar,
comprimento e area de superficie de raizes (Figura 1; Figura 2), plantas do tipo selvagem e do
mutante oshma5 em deficiéncia de Cu ndo diferiram de plantas cultivadas em concentracdo
controle aos 13 dias de tratamento. No entanto, 0 mutante oshma5 apresentou menor matéria
seca de parte aérea e area foliar em relacdo ao tipo selvagem nas concentracdes 0 e 0,2 uM de

Cu, sendo aproximadamente 15% e 25% menor em ambos parametros, respectivamente (Figura
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la; Figura 1c). Na presenga de 0,2 pM de Cu, o mutante oshma5 apresentou menor
comprimento de colmo, matéria seca de raizes, comprimento e area de superficie de raizes do
que o tipo selvagem (Figura 1; Figura 2). Por outro lado, nessa mesma condi¢do de Cu, 0
mutante oshma5 apresentou maior didmetro de raizes em relagéo ao tipo selvagem (Figura 2c).

J& na concentracdo de 20 uM de Cu, tanto em plantas do tipo selvagem e do mutante
oshmab houve diminui¢do em pardmetros de crescimento em relagdo as demais concentracoes
de Cu, evidenciado pelos menores valores na matéria seca de raizes e de parte aérea,
comprimento de colmo, area foliar, comprimento e area de superficie de raizes (Figura 1; Figura
2). Na concentracdo de 20 uM de Cu, o tipo selvagem apresentou o maior didmetro médio de
raizes, quando comparado aos demais tratamentos de Cu (Figura 2c). Em relagdo ao volume de
raizes, 0 mutante oshma5 apresentou valores menores do que o tipo selvagem na concentracao
de 20 uM de Cu (Figura 2e).

Ao se comparar a matéria seca total (matéria seca de raizes + matéria seca de parte aérea)
em plantas do tipo selvagem e do mutante oshmab na condigdo controle em relagédo a de 20 uM
de Cu (Figura 1; Figura 2), observou-se que o mutante oshmab apresentou uma diferenca entre
esses dois tratamentos de 16%, enquanto que no tipo selvagem foi de 31%. Em relacdo a area
foliar, no mutante oshma5 houve uma diferenca entre plantas da condigéo controle e plantas em
20 uM de Cu de 33%, ja no tipo selvagem a diferenca foi de 44%. E ainda, ao comparar dados
de comprimento de colmo e de raizes, observou-se que as raizes foram mais prejudicadas na
maior concentracdo de Cu em relacdo ao controle (0,2 uM de Cu) no tipo selvagem e no mutante

oshmab.
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Figura 1 — Matéria seca de parte aérea (a), comprimento de colmo (b), area foliar (c) e
comparacéo de plantas do tipo selvagem (cv. Nipponbare) e do mutante oshma5 nas diferentes
concentragdes de Cu na solugéo nutritiva aos 13 dias de tratamento.
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Fonte: DEL FRARI, B. K. (2017).

Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras maiGsculas diferentes indicam diferenca significativa no tipo
selvagem e no mutante oshma5 em diferentes concentracdes de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05). As barras de
erro representam +desvio padrdo (n=3).
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Figura 2 — Matéria seca de raizes (a), comprimento de raizes (b), diametro médio de raizes (c),
area de superficie de raizes (d) e volume de raizes (e) de plantas do tipo selvagem (cv.
Nipponbare) e do mutante oshmab nas diferentes concentragdes de Cu na solugédo nutritiva aos
13 dias de tratamento.
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Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras maiGsculas diferentes indicam diferenca significativa no tipo
selvagem e mutante oshmab em diferentes concentracfes de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05). As barras de erro
representam + desvio padrdo (n=5; exceto n=3 para matéria seca de raizes).

Apds 13 dias de tratamento, tanto as plantas do tipo selvagem como do mutante oshma5b
apresentaram maior concentracao de Cu em tecidos de raizes quando submetidas ao excesso de
Cu em comparagdo as demais concentracdes de Cu (Figura 3b). Plantas do tipo selvagem
apresentaram maior concentragdo de Cu em tecidos da parte aérea quando cultivadas em
condicdo de excesso de Cu em comparacao ao controle e deficiéncia de Cu, sendo 32% maior
que aos demais tratamentos (Figura 3a). JA& o mutante oshma5 ndo apresentou diferenca na
concentracdo de Cu em tecidos de parte aérea com a variacdo desse elemento na solucéo

nutritiva (Figura 3a). Quando sdo comparadas as concentragdes de Cu entre o tipo selvagem e
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0 mutante oshmab5 no mesmo tratamento, pode-se observar que o mutante oshma5b apresentou
concentragcfes de Cu menores em tecidos da parte aérea sob deficiéncia e excesso de Cu (Figura
3a), 0 que era esperado de acordo com estudos anteriores sobre 0 OsHMAS (DENG et al.,
2013).

Plantas do tipo selvagem e do mutante oshma5 apresentaram menor concentragdo de
Mn nos tecidos radiculares com o0 aumento da concentracdo de Cu na solucgdo nutritiva (Figura
3f), o mesmo comportamento ndo foi observado nos tecidos de parte aérea (Material
suplementar: Tabela 1). Nos tecidos de parte aérea 0 mutante oshma5 apresentou concentragdes
de Mg, Fe e Zn menores do que o tipo selvagem na condigdo de excesso de Cu, sendo uma
diferenca de 53%, 48% e 39%, respectivamente (Figura 3c; Figura 3d; Figura 3i). Porém, ao se
comparar a concentracdo desses elementos nos tecidos de parte aérea no mesmo genotipo em
relacdo as concentracdes de Cu na solucdo nutritiva, observou-se que apenas o tipo selvagem
apresentou variagao na concentragdo desses elementos, sendo os maiores valores encontrados
em 20 uM de Cu. Ainda, em 20 uM de Cu, observou-se no tipo selvagem a menor concentragdo
de Fe nos tecidos de raizes em relacdo aos demais tratamentos de Cu (Figura 3e). Em relagéo
ao K, observou-se menor concentracdo nos tecidos de raizes do mutante oshma5 em relagédo ao
tipo selvagem na concentracdo de 20 uM de Cu (Figura 3h). Porém nos tecidos de parte a€rea,
em 20 uM de Cu, o mutante ohsma5 apresentou concentragdo de K 42% maior do que o tipo
selvagem (Figura 3g). Nessa concentracdo de Cu, o tipo selvagem apresentou a menor
concentracdo de K nos seus tecidos de parte aérea, ja no mutante oshma5 ocorreu a maior

concentracdo de K nos seus tecidos de parte aérea (Figura 3g).
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Figura 3 — Concentracdo de Cu (a), Mg (c), Fe (d), K (g) e Zn (i) na tltima folha completamente
expandida e de Cu (b), Fe (e), Mn (f) e K (h) em tecidos de raizes no tipo selvagem (cv.
Nipponbare) e no mutante oshma5 aos 13 dias de tratamento.
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Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa no tipo
selvagem e mutante oshma5 em diferentes concentraces de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05). As barras de erro
representam + desvio padréo (n=5).
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Pigmentos fotossintéticos

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, apenas na deficiéncia de Cu o mutante
oshmab apresentou menor concentracédo de clorofila a e de carotenoides do que o tipo selvagem
(Figura 4a; Figura 4d). Além disso, 0 mutante oshma5 apresentou menor concentracdo de
clorofila b e de clorofila total (a+b) em comparagéo ao tipo selvagem nas concentragdes de 0 e
0,2 uM de Cu (Figura 4b; Figura 4c). Um aspecto importante é que antes de iniciar 0s
tratamentos, aos 15 dias apds a emergéncia, quando as plantas estavam em solucdo nutritiva
contendo 0,2 uM de Cu, pode-se observar acentuada diferenca na coloragéo de folhas entre o
tipo selvagem e o mutante oshma5 (Figura 4e).

Figura 4 — Concentracéo de clorofila a (a), clorofila b (b), clorofila total (c) e carotenoides (d)
em folhas de plantas do tipo selvagem (cv. Nipponbare) e do mutante oshma5 aos 13 dias de
tratamento. Diferenca visual de coloracao entre plantas do tipo selvagem (a esquerda) e mutante
oshmab (a direita) em solugdo controle (0,2 uM de Cu) (e).

B  cv. Nipponbare
oshmas 1.0 b)

>
oS

cv. Nipponbare
oshmas

Clorofila a (mg g"MF)
Clorofila b (mg g"MF)

Z
20 pM

Carotenoides (mg g"MF)

) M 02 uM

Fonte: (DEL FRARI, B. K. 2017).
Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa no tipo
selvagem e mutante oshmab em diferentes concentracfes de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05). As barras de erro
representam + desvio padrdo (n=3; 22 plantas cada repeti¢do).
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Fluorescéncia da clorofila a

Aos 13 dias de tratamento, 0 mutante oshma5 apresentou valores um pouco menores de
Fv/IFm em comparacdo ao tipo selvagem na condicdo de deficiéncia de Cu (Material
suplementar: Figura 11e), e ainda, 0 excesso de Cu ndo alterou essa relagdo em plantas do tipo
selvagem e do mutante oshma5 (Material suplementar: Figura 11e). Além disso, aos 7 dias de
tratamento, ndo houve diferenca entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 nesse parametro
(dados nao apresentados).

Aos 7 dias de tratamento, a ETR aumentou gradualmente com o aumento da radiagéo
fotossinteticamente ativa (PAR) em folhas do tipo selvagem em todas as concentragdes de Cu,
mas com maior intensidade na presenca de 20 uM de Cu (Figura 5a). Por outro lado, 0 aumento
na concentracao externa de Cu ndo alterou a ETR no mutante oshmab, e ainda, a partir da PAR
de 285 pmol fétons m? s?, em todas as concentragdes de Cu, observou-se diferencas
significativas entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 (Figura 5a). Ja aos 13 dias de
tratamento, a deficiéncia de Cu afetou a ETR no tipo selvagem de forma drastica, sendo que
seu comportamento nao diferiu do mutante oshma5 (Figura 5b). Nas condi¢des de 0,2 e 20 uM
de Cu, o tipo selvagem mostrou um incremento na ETR conforme o aumento da PAR (Figura
5b), assim como observado aos 7 dias. Ainda, 0 mutante oshmab apresentou menores valores
de ETR em comparacio ao tipo selvagem a partir da PAR de 125 pmol fétons m? s™ e 285

pmol fotons m? stem 0,2 e 20 uM de Cu, respectivamente (Figura 5b).

Figura 5 — Taxa de transporte de elétrons (ETR) relativa a radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR) em folhas do tipo selvagem (cv. Nipponbare) e do mutante oshmab aos 7 (a) e 13 (b)
dias de tratamento.

a) b)

@ cv. Nipponbare 0 M 7 dias - cv. Nipponbare 0 M 13 dias

cv. Nipponbare 0,2 uM
cv. Nipponbare 20 pM
oshmas 0 uM

® v Nipponbare 0,2 M

60 A cv. Nipponbare 20 uM
2 oshma5 (0 pM T

O oshma5 0,2 uyM /
A oshmaS 20 pM
— %

orme

»

oshmas 02 uM

s_l)

>0

oshma5 20 uM

o

ETR (umol m™

&

ETR (umol nfzs'l)
)

10

1150
1500

,

820
1150
1500

-2 -1 -2 -1
PAR (umolm™~s™ ") PAR (pmolm™s™")



58

Em relacdo ao Y(II), aos 7 dias de tratamento de Cu, na concentracdo de 20 uM de Cu
o tipo selvagem apresentou a partir de 285 umol fotons m? st os maiores valores em
comparacdo as demais concentracfes de Cu (Figura 6a; Figura 6b). Ainda, aos 7 dias, 0 mutante
oshmab apresentou os menores valores de Y(II) a partir da PAR de 125, 625 ¢ 190 umol fotons
m2 s em relagdo ao tipo selvagem nas concentracdes 0, 0,2 e 20 uM de Cu, respectivamente
(Figura 6a; Figura 6b).

Na avaliacdo aos 13 dias de tratamento de Cu, na condi¢édo de deficiéncia de Cu o tipo
selvagem apresentou 0 mesmo comportamento no parametro Y (1) que o mutante oshma5 a
partir da PAR de 190 pmol fotons m s, corroborando com o comportamento apresentado no
parametro ETR aos 13 dias em deficiéncia de Cu (Figura 5b; Figura 6d; Figura 6e). Ainda, aos
13 dias de tratamento, o tipo selvagem apresentou os maiores valores de Y (II) em 0,2 e 20 uM
de Cu (Figura 6d; Figura 6e).

Figura 6 — Rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (Y (1)) em folhas do tipo selvagem
(cv. Nipponbare) e mutante oshma5 aos 7(a;b) e 13(c;d) dias de tratamento (7 dias, n=4; 13
dias, n=5).
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Concentracéo de H202

O mutante oshmab apresentou maior concentracdo de H>O2 nos tecidos de raizes na
presenca de 20 uM de Cu em relacdo as demais concentracfes de Cu, bem como ao comparar
com o tipo selvagem (Figura 7a). J& nos tecidos foliares, a concentracdo de H>O> foi maior no
mutante oshma5 em relagdo ao tipo selvagem apenas na concentracdo de 0,2 uM de Cu (Figura
7b). A menor concentragdo de H2O> nos tecidos foliares no mutante oshma5 ocorreu em 20 pM
de Cu em comparacdo as demais concentracdes de Cu. J& no tipo selvagem houve maior
concentracdo de H2O nos tecidos foliares em deficiéncia de Cu em relacdo as demais
concentragOes de Cu (Figura 7b).

Figura 7 — Concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202) em raizes (a) e em folhas (b) no tipo
selvagem (cv. Nipponbare) e no mutante oshma5 aos 13 dias de tratamento.
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Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa no tipo
selvagem e mutante oshmab em diferentes concentracfes de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05). As barras de erro
representam + desvio padrdo (n=3; 22 plantas cada repeti¢do).

Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD)

Nos tecidos de raizes o mutante oshma5 apresentou menor atividade das enzimas SOD
em relagdo ao tipo selvagem somente na condicdo de deficiéncia de Cu (Figura 8a). Nos tecidos
foliares, 0 mutante oshmab apresentou maior atividade das enzimas SOD em comparacao ao

tipo selvagem na condicdo de deficiéncia e controle (0,2 uM) de Cu (Figura 8b). A maior
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atividade das SOD nos tecidos foliares do tipo selvagem ocorreu em 20 uM de Cu em relagdo
as demais concentracdes de Cu (Figura 8b).

Figura 8 — Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) em raizes (a) e em folhas (b) no
tipo selvagem (cv. Nipponbare) e no mutante oshma5 aos 13 dias de tratamento de Cu.
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa no tipo
selvagem e mutante oshmab em diferentes concentracfes de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05). As barras de erro
representam + desvio padrdo (n=3; 22 plantas cada repeti¢do).

Anélise de expressdo génica no tipo selvagem

Com intuito de obter informacdes se genes codificantes de algumas proteinas
relacionadas a homeostase de Cu e miRNAs séo regulados conforme a disponibilidade de Cu
em arroz, foram quantificados por RT-gPCR miRNAs (miRNA397ab, miRNA398b e
miRNA408), membros da familia COPT (OsCOPT1, OsCOPT5 e OsCOPT7) e as enzimas
antioxidantes CuZnSOD (OsCSD1 e OsCSD2) e FeSOD (OsFSD1 e OsFSD2). Foram
analisados os tecidos foliares do tipo selvagem (cv. Nipponbare) nas condicdes de deficiéncia
(sem adigdo de Cu “0”) e controle de Cu (0,2 uM) (Figura 9).

Observou-se que o OsCOPT1 foi induzido em deficiéncia de Cu (Figura 9d), ja o
OsCOPT7 ndo diferiu entre a condi¢do de deficiéncia e de controle de Cu, e ainda, ndo foi
verificado expressdo do OsCOPT5 (dados ndo apresentados). Ao comparar as respostas de
miRNAs em condicéo de deficiéncia de Cu em relacéo ao controle (0,2 UM de Cu), observou-
se que 0s MiIRNAs miRNA397ab, miRNA398b e miRNA408 foram induzidos em deficiéncia de
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Cu nos tecidos foliares (Figura 9a; Figura 9b; Figura 9c). Além disso, apenas OsCSD2 que
codifica para a proteina cuprica CuZnSOD apresentou maior concentragdo de transcritos em
condicdo controle de Cu (Figura 9e), ja OsCSD1 néo apresentou regulacéo por Cu, assim como
0s genes que codificam para OsFeSODs (OsFSD1 e OsFSD2), os quais parecem nao ser

regulados por Cu na condicao experimental deste trabalho (dados néo apresentados).

Figura 9 — Expressdo de miRNA397ab (a), miRNA398b (b), miRNA408 (c), OsCOPT1 (d) e
OsCSD2 (e) no tipo selvagem (cv. Nipponbare) aos 13 dias de tratamento.
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Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as concentragdes de Cu no tipo selvagem pelo
Teste t (P<0,05). As barras de erro representam + desvio padréo (n=4).

DISCUSSAO

A concentragdo de Cu encontrada nos tecidos vegetais pode ser em resposta da absor¢éo
desse elemento e da taxa de crescimento das plantas, o que pode levar a uma maior ou menor

diluicio na biomassa vegetal (PILON, 2017). Além disso, alteragBes na concentra¢do de Cu na
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parte aérea também podem estar relacionadas a mudancas na rede de transporte nas raizes
(DENG et al., 2013; HUANG et al., 2016). Nesse sentido, o tipo selvagem e o mutante oshma5
ndo diferiram nos parametros de crescimento quando cultivados na presenca de 20 uM de Cu
(Figura 1; Figura 2). Entretanto, o0 mutante oshma5b apresentou menor concentracdo de Cu nos
tecidos de parte aérea quando comparado ao tipo selvagem em 20 uM de Cu na solucao nutritiva
(Figura 3a). Desse modo, menos Cu foi translocado a parte aérea no mutante oshma5b em relacéo
ao tipo selvagem, o que corrobora com as observacfes de Deng et al. (2013). Isso ocorreu,
possivelmente, em decorréncia da perda de funcdo do transportador OSHMAS (DENG et al.,
2013), visto que a variagdo da concentracdo de Cu na solugdo nutritiva ndo alterou a
concentracdo desse elemento nos tecidos de parte aérea do mutante oshmab (Figura 3a).

Diferente do que foi relatado por Deng et al. (2013), no presente estudo ndo foram
encontradas diferencas significativas na concentracdo de Cu nos tecidos de raizes entre o tipo
selvagem e o mutante oshma5 (Figura 3b), o que pode ser explicado pelas diferencas inerentes
das metodologias utilizadas. No presente estudo as raizes foram lavadas apenas com agua Milli-
Q, enquanto que no trabalho de Deng et al. (2013) foi utilizado CaCl.. No entanto, neste
trabalho, assim como observado por Deng et al. (2013), ha um aumento na concentracdo de Cu
nos tecidos de raizes de ambos com o aumento da concentracdo de Cu na solugdo nutritiva
(Figura 3b).

Em geral, encontra-se maior concentracdo de Cu em raizes em relacdo aos tecidos de
parte aérea, como ja observado em outros trabalhos para o arroz (LIDON; HENRIQUES, 1992;
LIU et al., 2008; MOSTOFA; SERAJ; FUJITA, 2014), bem como para outras espécies, como
milho (TIECHER et al., 2016), sorgo (ROY et al., 2017), Arabidopsis thaliana (LEQUEUX et
al., 2010) e Oenothera glazioviana (WANG et al., 2017). Isso pode indicar uma baixa taxa de
translocacdo de Cu a parte aérea (LIU et al., 2008; ROY et al., 2017; TIECHER et al., 2016;
WANG et al., 2017).

Em Arabidopsis thaliana, parece que o transportador AtHMAJS, o qual é homologo ao
OsHMAS5, contribui na tolerancia ao excesso de Cu (ANDRES-COLAS et al., 2006; DENG et
al., 2013). No entanto, os resultados obtidos para o tipo selvagem e o mutante oshmab em
relagdo aos parametros de crescimento em 20 uM de Cu evidenciam que 0 transportador
OsHMAJS parece nao contribuir na tolerancia ao excesso de Cu, assim como ja observado por
Deng et al. (2013). Pois, mesmo que plantas do tipo selvagem tenham sido afetadas nos
pardmetros de crescimento de forma mais drastica, em ambos houve reducdo nos parametros

de crescimento tanto de raizes quanto de parte aérea na condicao de excesso de Cu (Figura 1;
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Figura 2). Além disso, como 0 mutante oshma5 apresentou maiores concentragdes de Cu nos
tecidos de raizes com o aumento da concentracdo desse elemento na solucdo nutritiva e ndo
ocorreu 0 mesmo nos tecidos de parte aérea, sugere-se que até 20 uM de Cu na solucdo nutritiva
o transportador OSHMADJS parece ser a principal via de transporte que facilita a chegada de Cu
a parte aérea, corroborando com o que foi observado por Deng et al. (2013).

Sabe-se que maiores concentragdes de Cu podem alterar a absorgéo e transporte de
outros elementos minerais em plantas (ALAOUI-SOSSE et al., 2004; JANICKA-RUSSAK et
al., 2008). Observou-se que no tipo selvagem e no mutante oshma5 houve uma reducao na
concentra¢do de Mn nos tecidos de raizes com o aumento da concentragdo de Cu na solugéo
nutritiva (Figura 3f), o que também ja foi observado em Populus trichocarpa (RAVET et al.,
2011), sorgo (ROY et al., 2017) e Arabidopsis thaliana (LEQUEUX et al., 2010).

O excesso de Cu pode estar relacionado com a redugdo da concentracdo de elementos
minerais nos tecidos foliares, por exemplo de Fe e Mg (ALAOUI-SOSSE et al., 2004;
CAMBROLLE et al., 2013; YRUELA, 2009). No entanto, no presente trabalho isso no foi
observado (Figura 3c; Figura 3d). Na concentracdo de 20 uM de Cu na solucdo nutritiva,
observou-se nos tecidos de parte aérea no mutante oshma5 menores concentracfes de Mg, Fe e
Zn em relacdo ao tipo selvagem, porém maior concentracdo de K (Figura 3).

Andrés-Borderia et al. (2017) demonstraram que alguns genes relacionados a
deficiéncia e homeostase de Fe, como o codificante para o fator de transcricdo OsIRO2 e para
nicotianamina sintase (OsNAS2), sdo induzidos na parte aérea de plantas de arroz submetidas
ao excesso de Cu (75 uM). Dessa forma, essa pode ser uma possivel explicacdo para a maior
concentracdo de Fe nos tecidos de parte aérea de plantas do tipo selvagem na presenca de 20
UM de Cu e ainda, como houve menor concentracdo de Fe nas raizes no tipo selvagem nessa
concentracdo de Cu pode ter ocorrido maior translocacdo de Fe das raizes a parte aérea.

A maior concentracdo de Cu* no citosol em raizes de Arabidopsis thaliana pode
implicar em maior concentracdo de EROs, as quais podem ativar canais de efluxo de K*
(RODRIGO-MORENO et al., 2013). Nesse contexto, também pode-se observar maior
concentracdo de H20O2 em raizes do mutante oshma5 em excesso de Cu (Figura 7a). Assim, essa
pode ser uma possivel explicacdo para a menor concentragdo de K nos tecidos de raizes do
mutante ohsmab5 (Figura 3h). Além disso, a maior concentracdo de K encontrada nos tecidos de
parte aérea do mutante oshma5 pode ser em consequéncia de uma maior translocacdo desse
elemento mineral das raizes a parte aérea (Figura 3g; Figura 3h). Ja no tipo selvagem, houve

menor concentracdo de K nos tecidos de raizes e de parte aérea com o excesso de Cu, visto que
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0 excesso de metais pesados na solucdo nutritiva e no simplasto, como o Cu, pode causar danos
a membrana plasmaética através da interacdo com grupos especificos da membrana (JANICKA-
RUSSAK et al., 2008). Por consequéncia, pode ocorrer um aumento na permeabilidade da
membrana, o que pode resultar em alteracdo da homeostase de ions e prejuizo ao metabolismo
(JANICKA-RUSSAK et al., 2008; LIDON; HENRIQUES, 1992).

Com relacdo aos pigmentos fotossintéticos, sabe-se que tanto a deficiéncia como o
excesso de Cu podem afetar negativamente a concentracdo de clorofila (YRUELA, 2005;
YRUELA, 2009). Os resultados obtidos para o tipo selvagem e mutante oshma5 em condicéo
de excesso de Cu sugerem que ndo houve prejuizos nas concentracBes de clorofila a e
carotenoides (Figura 4). Por outro lado, em deficiéncia de Cu, o0 mutante oshma5 apresentou
menor concentracdo de carotenoides, clorofila a, clorofila b e, por consequéncia, de clorofila
total em comparacdo ao tipo selvagem (Figura 4). Isso pode estar relacionado com a menor
concentracdo de Cu nos tecidos de parte aérea do mutante oshma5 em relagdo ao tipo selvagem,
indicando uma deficiéncia mais severa e prejuizo na concentracdo de pigmentos fotossintéticos,
assim como observado em Pisum sativum (AYALA et al., 1992) e Beta vulgaris (DROPPA;
TERRY; HORVATH, 1984).

A medida da fluorescéncia da clorofila a ¢ uma forma rapida e ndo destrutiva de obter
informacgdes de maneira indireta sobre o processo fotossintético (MAXWELL; JOHNSON,
2000), com esse intuito foram avaliados diferentes parametros relacionados a fotossintese. Em
relacdo ao parametro Y (I1), Cuchiaria et al. (2015) observaram uma reducdo nesse parametro a
partir da PAR de 22 pmol m™ s, Porém, neste estudo foram realizadas as medidas de Y(I1) a
partir de 0 e em seguida 125 pmol m™ s, 0 que n&o permitiu detectar respostas intermediérias
(Figura 6). Aos 13 dias de tratamento em 0,2 e 20 UM de Cu, o tipo selvagem apresentou 0s
maiores valores de Y(II), indicando que houve um maior aproveitamento da energia absorvida
pelas moléculas de clorofila do PSII que pode ser destinada a fotoquimica (Figura 6) (GENTY;
BRIANTAIS; BAKER, 1989; MAXWELL; JOHNSON, 2000). Entretanto, os resultados
obtidos para Y(II) nas duas avaliacbes (aos 7 e 13 dias) para o tipo selvagem e o mutante
oshma5 mostram que com o incremento da PAR houve uma reducdo de Y(II) até atingir a
saturacdo, sugerindo que as moléculas de clorofila do PSII vdo conseguir aproveitar somente
até determinado limite toda a radiagdo fornecida para ser utilizada na fotoquimica (GENTY;
BRIANTAIS; BAKER, 1989; MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Outro parametro avaliado foi a ETR, a qual estima a taxa de transporte de elétrons do
PSII (SHIKANAI et al., 2003). Aos 7 e 13 dias do inicio dos tratamentos, observou-se menor
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ETR no mutante oshma5 em relagéo ao tipo selvagem em todas as concentracdes de Cu, exceto
ao se comparar com o tipo selvagem em deficiéncia de Cu aos 13 dias (Figura 5). A menor ETR
pode estar relacionada com as menores concentracfes de Cu encontradas nos tecidos de parte
aérea do tipo selvagem em deficiéncia de Cu e no mutante oshma5 (Figura 3a). Nesse sentido,
resultados obtidos por Shikanai et al. (2003) sugerem que a menor ETR observada no mutante
paal, o qual induz menor concentracdo de Cu nos cloroplastos em Arabidopsis, é resultado de
uma menor concentracdo de plastocianina na sua forma estavel, o que pode estar relacionado a
uma menor concentracdo de Cu nos cloroplastos. A redugdo na ETR em resposta a deficiéncia
de Cu também foi observada em plantas de Arabidopsis thaliana (ABDEL-GHANY'; PILON,
2008) e de Populus trichocarpa (RAVET et al., 2011).

Na condicdo de deficiéncia de Cu, o tipo selvagem e o mutante oshma5 néo
apresentaram diferenca significativa em pardmetros de crescimento, como area foliar,
comprimento de raizes e na matéria seca de raizes e de parte aérea, em relacéo aos seus controles
(0,2 uM de Cu) (Figura 1; Figura 2). Isso pode ser atribuido ao baixo crescimento vegetal
durante o periodo de tratamento, o que pode ndo ter esgotado o Cu dos tecidos de reserva,
corroborando com a concentracao de Cu encontrada nos tecidos de parte aérea (Figura 3a). No
entanto, a menor ETR encontrada no mutante oshma5 e no tipo selvagem (na condicéo de
deficiéncia de Cu aos 13 dias), pode ser em consequéncia das plantas estarem ajustando os seus
processos metabdlicos antes de iniciar sintomas visuais de deficiéncia de Cu (Figura 5).

Ainda, o comportamento da ETR do tipo selvagem em 20 uM de Cu ndo diferiu da
condicdo de 0,2 UM de Cu aos 13 dias (Figura 5b). O tipo selvagem e o mutante oshma5 foram
sensiveis ao excesso de Cu evidenciado pelos menores valores nos parametros de crescimento
avaliados (area foliar, comprimento de colmo, comprimento de raizes e matéria seca de raizes
e parte aérea) (Figura 1; Figura 2). Dessa forma, no presente estudo os resultados de ETR
demonstram que a fase fotoquimica parece néo ter sido alterada em condi¢cdo de excesso de Cu
no tipo selvagem. Porém, houve reducdo de crescimento nas plantas em condi¢fes de excesso
de Cu.

Burzynski e Zurek (2007) sugerem que o primeiro alvo do excesso de Cu na fotossintese
é o ciclo redutivo do carbono e, posteriormente, a cadeia de transporte de elétrons da fase
fotoquimica. Nesse sentido, alguns estudos mostram que o excesso de Cu pode interferir em
enzimas importantes do metabolismo redutivo do carbono, principalmente por meio da
alteracdo da atividade de enzimas como a RUBISCO (ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenase) (LIDON; HENRIQUES, 1991), PGK (3-fosfoglicerato quinase) e GAPDH
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(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) (BURZYNSKI; ZUREK, 2007). Por consequéncia,
alteracbes nessas enzimas podem desencadear uma menor atividade fotossintética e menor
quantidade de fotoassimilados para o crescimento e desenvolvimento vegetal, o que pode ser
uma possivel explicacdo para a diminui¢do nos parametros de crescimento no tipo selvagem
sem alteracdo na ETR em excesso de Cu neste trabalho.

Uma segunda hipotese pode ser atribuida a uma variagdo na particao de carbono (C) e
ndo propriamente devido a reducdo no processo fotossintético. As plantas do tipo selvagem em
excesso de Cu podem ter direcionado mais fotossintatos para a sintese de compostos
relacionados & uma maior toleréncia ao excesso de Cu, em vista de manter sua homeostase em
detrimento do crescimento vegetal. Por exemplo, os fotossintatos podem estar sendo
direcionados a sintese de compostos que atuam como agentes tamponantes do excesso de Cu,
como as metalotioneinas, acidos organicos, etc (CLEMENS, 2001; SONG et al., 2013; SUDO
et al., 2008). Nesse sentido, Andrés-Borderia et al. (2017) observaram inducéo da expressao do
gene que codifica para metalotioneina (OsMT1c) em arroz em resposta ao excesso de Cu na
solucdo nutritiva.

E ainda, dentre os sintomas de toxidez do Cu, sabe-se que 0 excesso de ions de Cu livre
pode resultar em reducdo de pardmetros de crescimento tanto da parte area quanto de raizes
(BURKHEAD et al., 2009; YRUELA, 2005; YRUELA, 2009). Nesse sentido, a &rea foliar é
um dos parametros de crescimento que apresentou maior sensibilidade ao excesso de Cu (Figura
1c). Vinit-Dunand et al. (2002) sugerem que a reducdo na area foliar de plantas submetidas ao
excesso de Cu pode estar relacionada ao efeito do Cu na inibicdo do crescimento celular e ndo
propriamente na reducdo da quantidade de acglUcar em decorréncia da menor atividade
fotossintética, o0 que pode ser uma terceira possivel explicacdo para compreender a reducao dos
parametros de crescimento neste estudo. Ainda, quando a espécie Oenothera glazioviana foi
exposta a 50 uM de Cu, observou-se que o0 excesso de Cu regula negativamente proteinas
relacionadas com o desenvolvimento vegetal em raizes, as quais parecem estar envolvidas na
reducdo no crescimento (WANG et al., 2017).

A reducdo de parametros de crescimento devido ao excesso de Cu, também ja foi
observada em outros trabalhos (MOSTOFA; SERAJ; FUJITA, 2014; LEQUEUX et al., 2010;
LIDON; HENRIQUES, 1992; LIU et al., 2008; TIECHER et al. 2016; WANG et al., 2017). O
comprimento radicular é considerado um pardmetro bastante sensivel ao excesso de Cu
(ANDRES-COLAS et al., 2006; ANDRES-COLAS et al., 2010; SANCENON et al., 2004).

Neste estudo, o comprimento de raizes foi mais sensivel que o comprimento de colmo em
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excesso de Cu (Figura 1b; Figura 2b), possivelmente devido a maior concentragéo de Cu nos
tecidos radiculares, assim como observado por Lequeux et al. (2010) em raizes de Arabidopsis
thaliana. Yuan et al. (2013) observaram que em maiores concentracdes de Cu ocorreu inibigédo
da divisdo e alongamento celular em Arabidopsis thaliana, o que parece estar relacionado com
0 aumento da atividade de auxina nesses locais em raizes.

No entanto, sintomas como reduc¢do na biomassa e no crescimento em plantas também
podem ser desencadeados devido alteraces bioquimicas e metabdlicas em plantas submetidas
a elevadas concentragcdes de Cu (WANG et al., 2017), visto que o excesso de Cu livre no
citoplasma pode resultar em aumento da concentracdo de EROs através da reacdo de Haber-
Weiss (RAVET; PILON, 2013). Ainda, a inibi¢do do crescimento radicular, em consequéncia
da maior concentracdo de EROs, parece ocorrer através de uma via independente da auxina
(YUAN et al., 2013).

O H.0; é uma das EROs que podem causar prejuizos as células em maiores
concentragdes e € formado quando o radical superoxido aceita um elétron (GILL et al., 2015;
GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012). Apenas no mutante oshma5b ocorreu uma maior
concentragdo de H>O nos tecidos radiculares em excesso de Cu (Figura 7a). Por outro lado, a
menor concentragdo de H20: nos tecidos foliares do mutante oshma5 ocorreu no excesso de Cu
(Figura 7b), visto que a concentracdo de Cu na parte aérea ndo diferiu entre os tratamentos de
Cu no mutante oshmab. No tipo selvagem houve maior concentracdo de H2O2 em deficiéncia
de Cu nos tecidos foliares, visto que tanto a deficiéncia quanto o excesso de Cu podem gerar
maior concentracdo de EROs e, por consequéncia, induzir o estresse oxidativo em plantas
(TEWARI; KUMAR; SHARMA, 2006). Pois, como o Cu é cofator de proteinas que participam
de cadeias de transporte de elétrons, a menor atividade dessas proteinas podem gerar mais EROs
(TEWARI; KUMAR; SHARMA, 2006).

As enzimas SOD s&o consideradas entre as mais efetivas do sistema antioxidante na
reducdo das EROs (GILL; TUTEJA, 2010), as quais sdo responsaveis pela conversao do O™
(&nion superdxido) em H20:2 e Oz, reduzindo assim a possibilidade da reacdo de Haber-Weiss,
pois O2" e H2O> sdo substratos para essa reacdo (GILL et al., 2015; GILL; TUTEJA, 2010).
Nos tecidos foliares, nas condic@es de deficiéncia e controle de Cu, 0 mutante oshmab mostrou
maior atividade das enzimas SODs em relacdo ao tipo selvagem (Figura 8b), o que pode ser
uma resposta enzimatica as alteragdes em processos fisiologicos devido a menor concentracao
de Cu nos seus tecidos de parte aérea (PENARRUBIA et al., 2015; RAVET; PILON,2013;

YRUELA, 2013). Em excesso de Cu, o tipo selvagem apresentou a maior atividade das SODs
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nos tecidos foliares em relagdo as demais concentragdes de Cu (Figura 8b), demonstrando que
essas enzimas responderam ao aumento da concentracdo de Cu nos tecidos de parte aérea com
intuito de proteger as células do potencial dano do estresse oxidativo (GILL et al., 2015; GILL;
TUTEJA, 2010).

Assim, a fim de evitar prejuizos pelo excesso ou deficiéncia de Cu, as plantas possuem
diferentes estratégias para manter a homeostase de Cu nas células. Dentre essas, em condicGes
de deficiéncia de Cu, foi descrito em Arabidopsis thaliana o mecanismo de economia de Cu
(BURKHEAD et al., 2009; PENARRUBIA et al., 2015). Uma das formas de regulacio de
proteinas cupricas nesse mecanismo é pos-transcricionalmente via miRNAs especificos
(YAMASAKI et al., 2009).

Neste trabalho, verificou-se que a deficiéncia de Cu afetou negativamente a expressao
de OsCSD2 (Figura 9d), sugere-se que 0 miRNA398 é o responsavel pela sua regulacdo em
Arabidopsis thaliana (ABDEL-GHANY:; PILON, 2008) e em Populus trichocarpa (RAVET et
al., 2011). Como ocorreu maior expressdo do miRNA398b em condigédo de deficiéncia de Cu,
parece que essa regulacdo pode ser conservada em Oryza sativa (Figura 9b).

Uma estratégia pelas plantas em deficiéncia de Cu é a substitui¢do de proteinas cupricas
por outras equivalentes, porém dependentes de outro metal como cofator, por exemplo as
CuznSODs pelas FeSODs (ABDEL-GHANY et al., 2005; ABDEL-GHANY; PILON, 2008;
BURKHEAD et al., 2009). Assim, sabe-se que ha uma inducéo nos genes que codificam para
FeSODs em deficiéncia de Cu em Arabidopsis (ABDEL-GHANY et al., 2005), e ainda, essa
regulacao ocorre através da ligacdo do SPL7 numa sequéncia especifica da regido do promotor
dos genes (YAMASAKI et al., 2009). Porém, os transcritos de OsFeSODs ndo demonstraram
regulacdo pela variacdo da disponibilidade de Cu neste trabalho (dados ndo apresentados).
Nesse sentido, Cohu e Pilon (2007) observaram que em Oryza sativa, em condi¢do de
deficiéncia e controle de Cu, o contetdo de CuZnSOD e FeSOD parece néo alterar (COHU,;
PILON, 2007). Ravet et al. (2011) sugerem que essa regulacdo das SODs pode néo ser uma
resposta universal em plantas, pois também n&o observaram alteracdo nos transcritos de genes
de FeSODs em Populus trichocarpa. Outra explicacdo pode estar associada & concentracdo de
Cu em deficiéncia de Cu ndo ter sido esgotada suficientemente para causar essa regulacdo
(COHU; PILON, 2007).

Em Arabidopsis 0 miRNA397 tem como alvos especificamente lacases (LAC2, LAC4 e
LAC17) (ABDEL-GHANY:; PILON, 2008; YAMASAKI et al., 2009; WANG et al., 2014). Em

arroz, sabe-se que 0 miR397 reduz a expressao de OsLAC, o qual também codifica para lacase
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(JEONG et al., 2011; ZHANG et al., 2013). Neste trabalho, observou-se que 0 miRNA397ab
apresentou maior expressdo em deficiéncia de Cu, assim pode estar atuando na reducdo do
consumo de Cu a partir da regulacao negativa de proteinas cupricas especificas (BURKHEAD
et al., 2009). Nesse sentido, 0 miRNA408 também apresentou maior expressao em deficiéncia
de Cu, o qual é responsavel pela regulacdo dos transcritos de LAC13 e ARPN (plantacianina)
em Arabidopsis (ABDEL-GHANY; PILON, 2008; ZHANG; LI, 2013).

Neste trabalho, houve indugdo de miRNAs em deficiéncia de Cu, 0s quais podem estar
envolvidos na reducdo do uso do Cu por proteinas menos essenciais ao metabolismo vegetal
para prioriza-lo a proteinas essenciais, como a plastocianina (BURKHEAD et al., 2009), a qual
participa na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese (YRUELA, 2013). No entanto,
plantas do tipo selvagem apresentaram uma reducdo drastica na ETR em deficiéncia de Cu
(Figura 5b), esse resultado também foi observado por Ravet et al. (2011) em Populus
trichocarpa. Esses autores observaram que em deficiéncia de Cu houve reducdo do contetdo
de plastocianina, porém o contetdo da subunidade COXII da proteina citocromo ¢ oxidase ndo
foi afetada pela variacdo de Cu, visto que também é uma proteina que possui 0 Cu como cofator
(CARR; WINGE, 2003; RAVET etal., 2011). Assim, os autores sugeriram que na condicao de
deficiéncia de Cu, em Populus trichocarpa o Cu é direcionado com prioridade a citocromo ¢
oxidase, a qual participa na cadeia de transporte de elétrons da respiracdo (CARR; WINGE,
2003), e posteriormente & plastocianina (RAVET et al., 2011). Ainda, ao se fornecer Cu
novamente, dentre as proteinas clpricas, a plastocianina foi a primeira a reestabelecer sua
atividade (RAVET et al., 2011). Desse modo, isso também pode ser uma hipétese do que ocorre
em Oryza sativa com base nos resultados de ETR e inducdo de miRNAs neste trabalho.

Outra resposta para manter a homeostase de Cu, em condi¢des de deficiéncia, é
aumentar a expressdo de genes que codificam para transportadores envolvidos na absorcao de
Cu em plantas (BERNAL et al., 2012). Os transportadores da familia COPT, em geral, sdo
envolvidos na absor¢do de Cu nas células (PUIG, 2014). Yuan et al. (2011) observaram que 0s
genes OsCOPT1, OsCOPT5 e OsCOPT7 sdo induzidos em deficiéncia de Cu tanto em raizes
guanto na parte aérea. Nesse sentido, observou-se que OsCOPT1 apresentou maior expressao
em deficiéncia de Cu aos 13 dias de tratamento em plantas do tipo selvagem (Figura 9d), o que
também j& foi observado por Andrés-Borderia et al. (2017) em Oryza sativa, indicando ser um
bom marcador para condi¢des de deficiéncia de Cu e da concentracdo de Cu no simplasto
(ANDRES-BORDERIA et al., 2017). Porém, diferente do que foi encontrado por Yuan et al.
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(2011), ndo foi observado expressdo de OsCOPT5 (dados ndo apresentados), jA& Andrés-
Borderia et al. (2017) ndo observaram regulacéo desse gene ao Cu.

CONCLUSOES

Em resposta a deficiéncia de Cu, plantas do tipo selvagem responderam sob aspectos
moleculares e metabdlicos, como a maior expressdo de OSCOPT1 e menor ETR e Y(II), antes
de demonstrarem possiveis efeitos secundarios como a diminuicdo de crescimento das plantas.
Além disso, o tipo selvagem na condicdo de deficiéncia de Cu apresentou o0 mesmo
comportamento do mutante oshma5 nos pardmetros ETR e Y(I1). No tipo selvagem, 0s miRNAs
analisados (mMiRNA397ab, miRNA398b e miRNA408) sdo induzidos em deficiéncia de Cu, sendo
assim parece que 0 mecanismo para priorizar 0 uso de Cu pelo metabolismo vegetal é
conservado em Oryza sativa.

A maior concentracdo de Cu na solucdo nutritiva provocou alteracdo na absorcdo e
distribuicdo de elementos minerais no tipo selvagem e no mutante oshma5. Ainda, a maior
concentracdo de Cu na solucdo nutritiva ocasionou efeitos negativos em parametros de
crescimento no tipo selvagem e no mutante oshma5, evidenciando que o transportador

OsHMAGS parece ndo contribuir de modo significativo a tolerancia ao excesso de Cu.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Quadro 1 — Primers utilizados neste trabalho.

Nome do Primer Sequéncia do Primer (5' - 3")
OSCOPT1 F CATGGGCGCCATGAAGTC
OSCOPT1 R GTGAAGAGCACCTCCGAGTTCT
OSCOPT5 F GCTGTCTCGCTCGTCATGGT
OSCOPT5 R CGCACACACAAAACATCAACAA
OSCOPT7 F GCCTAGGGTTTGGCTTTGC
OSCOPT7 R ACAAGATCGGGAAACCAAACA

OSUBQ5 F ACCACTTCGACCGCCACTACT
OSUBQ5 R ACGCCTAAGCCTGCTGGTT
OSCSD1 F AGCTGTTGTTGTCCATGCTG
OSCSD1 R CTAACCCTGGAGTCCGATGA
0OSCSD2 F GGTGGCCATGAGCTTAGTCT
OSCSD2 R AAAAAGGGTGACATGGATGC
OSFSD1 F GAGGCTTTTGTGAACCTTGG
OSFSD1 R GATTGCCTCACGTGCTCAT
OSFSD2 F GAGCTATGCCTCAGCAGGTC
OSFSD2 R GCTTACTTGGCTCCGTTGTC

MIRNA398A F GGCGGTGTGTTCTCAGGTCA

MIRNA398B F GGCGGTGTGTTCTCAGGTCG
MIRNA408 F CCGCTGCACTGCCTCTTC

MIRNA397AB F GGCCTCATTGAGTGCAGCG

MIRNA_UNIV R GTGCAGGGTCCGAGGT
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Tabela 1 — Concentracdo de Zn, Mn, Mg, Ca e P nos tecidos de raizes e da ultima folha
completamente expandida no tipo selvagem (cv. Nipponbare) e mutante oshmab cultivados em
solucgéo nutritiva aos 13 dias de tratamento.

Concentracdo no tecido

Raizes
Zn(ugg’) Mn(ugg’) Mg(ueg") Ca(uggh) P(uegg))
0 169.56 bB 648.98 aA 9021.58 aA  4174.63aA 15940.39 aA
cv. Nipponbare 0.2 270 aA 368.77 aB 5772.73 bB 4644.10 aA  15649.01 aA
20 198.78 aB 184.88 aC 8746.89aA  4090.86 aA  10925.98 aB
0 308.49 aA 618.51 aA 8550.01aB  4468.03 aAB 15891.92 aA
oshma5 0.2 302.47 aA 436.3 aB 7718.51 aB 4592.17 aA  15115.82 aA
20 183.07 aB 196.79aC  10916.62aA  3538.5aB  12017.62 aA
CV(%) 12.14 12.7 17.5 14.65 17.61
Ultima folha completamente expandida
0 80.03 aB 1131.14aAB  5410.52 aB 9221.89aA  9323.74 aA
cv. Nipponbare 0.2 93.31aB 1029.13aB  4323.89 aB 6996.12 aB 7241.78 aB
20 114.59 aA 1309.07aA 1077496 aA 741553aB 8254.21 aAB
0 73.7 aA 1048.62 aA  4955.29 aA  7485.63bA  8289.69 aA
oshmab 0.2 76.24 bA 960.26 aA 4537.67aA  551453bB  8380.14 aA
20 69.71 bA 1152.44 aA  5069.26 bA 6810.48 aAB  8382.39 aA
CV(%) 11.7 15.17 13.87 14.55 11.55

Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras maiGsculas diferentes indicam diferenca significativa no tipo
selvagem e mutante oshma5 em diferentes concentracdes de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05) (n=5).
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Figura 10 — Plantas no momento da transferéncia as unidades experimentais, tipo selvagem (a
esquerda) e mutante oshmab (& direita).

Fonte: (DEL FRARI, B. K. 2017).

Figura 11 — Fluorescéncia inicial (Fo) no tipo selvagem (cv. Nipponbare) e mutante oshmab
aos 7 dias (a) e 13 dias (c) de tratamento. Fluorescéncia maxima (Fm) no tipo selvagem (cv.
Nipponbare) e mutante oshma5 aos 7 dias (b) e 13 dias (d) de tratamento. Rendimento quéantico
maximo do PSII (Fv/Fm) no tipo selvagem (cv. Nipponbare) e mutante oshma5 aos 13 dias de
tratamento (e).
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Letras minasculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tipo selvagem e o mutante oshma5 na mesma
concentragdo de Cu pelo Teste t (P<0,05). Letras maiGsculas diferentes indicam diferenca significativa no tipo
selvagem e mutante oshmab em diferentes concentracfes de Cu pelo Teste de Tukey (P<0,05). As barras de erro
representam + desvio padrédo (7 dias, n=4;13 dias, n=5).
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