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RESUMO

PONTES, Claudia de Souza Lima, M.Sc., Universidade Federdligisa, junho de
2017. Comunicagdo cruzada entre o receptor antiviral NIK1 e imunidade
antibacteriana em plantas Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.
Coorientadores: Humberto Josué de Oliveira Ramos e Pedro Augagi d&rs Reis.

NIK1 (NSP Interacting kinase) Ié um receptor cinase da familia das LRRII-RLKs
(leucine rich repeat II- receptor like kinase identificado como alvo de viruléncia da
proteina NSP Nuclear Shuttle Prote)p sendo o principal mediador de uma via de
resposta imune contra esgrupo de virus de DNAAufosforilacdo, de NIK1 em um
residuo de treonina 474 aciona a via de resposta antivirautoea com a repressao
da expressdo de proteinas ribossomais levando a reducadeda si@ proteinas da
célula vegetal e viia. Apesar de sua atividade antivjral transcriptoma de plantas
nocautes daikl indicam um possivel envolvimento de NIK1 como regulador negativo
na resposta imune contra bactérias. Com a finalidadsal@ecer o envolvimento de
NIK1 na imunidade inata antibacteriana, foram conduzidos ansi fosforilacaan
vitro de NIK1, utilizando os receptores, que intermedeiam HPAmMp-triggered
immunity), BAK1 (Brassinosteroid insensitive 1- associated kifas&LS2 Flagellin
sensitive- 2). Os resultados de espectrometria de massas demomstraeaBAK1 é
um possivel regulador da fosforilacdo de NIK1, uma vez gueapaz de fosforilar um
peptideo sintético em uma treonina correspondente a poditd de NIK1 e de
modificar a taxa de autofosforilacdo desse receptor eransaio contendo o dominio
cinase intacto de NIK1. Além disso, foi demonstrado p&CB{complementacdo de
fluorescéncia bimolecular) que NIK1 e NIK1-T474D interagemtdacom BAK1
guanto com FLS2 na membrana plasmatica. Ensaios deuwrmprecipitacdo (Co-IP)
demonstraram que flagelina promove a dissociacdo de NIKldeptores para formar
0 complexo imune ativo BAK1-FLS2. Finalmente, ensaiosCdelP com linhagens
transgénicas de Arabidopsis superexpressando NIK1 e nocautigd dedicaam que
NIK1 interfere com a formacédo do complexo BAK1/FLS2 nposta antibacteriana, ja
gueasuperexpressao de NIK1 diminui a eficiéncia de formacao do compieune na
presenca de flagelina, enquanto que a inativagdo de NIK1 resnltefeito oposto.
Coletivamente, estes resultados substanciam o argumhergoe NIK1 atua regulando

negativamente PTIl em plantas.
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ABSTRACT

PONTES, Claudia de Souza Lima, M.Sc., Universidade Federdigbsa, June, 2017.
Crosstalk between the antiviral receptor NIK1 and plant antibacterial immunity .
Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-advistumberto Josué de Oliveira
Ramos and Pedro Augusto Braga dos Reis.

NIK1 (NSP Interacting kinasg,lwhich was first identified as a virulence target of NSP
(Nuclear Shuttle Protejn is a receptor-like kinase belonging to the LRRII-RLKs
(leucine rich repeat I receptor like kinagefamily and the major mediator of an
immune resporesagainst this group of DNA virus. NIK1 autophosphorylation at Thr
474 triggers an antiviral response which culminates with ¢peession of ribosomal
protein gene expression leading to suppression of host ardpwiiin synthesis.
Despite its antiviral activity, the transcriptomerokl knockouts implicates NIK1 as a
possible negative regulator of the immune response agaiottria To examine the
NIK1 involvement in antibacterial innate immunityx vitro phosphorylation assays
were carried out on NIK1, using the PTPamp-triggered immunijymediated
receptors, BAKXBrassinosteroid insensitive 1- associated kihasel FLS2 Flagellin
sensitive- 2). The results from mass spectrometry demonstratedBthigi. may be a
regulator of NIK1 phosphorylation, as it was capabl@lodsphorylating a Thr residue
of a synthetic peptide corresponding to the position 474 &fLNdnd modifying the
autophosphorylation rate of the NIK1 Kinase domain. Furthegm®iFC (bimolecular
fluorescence complementatjorassays demonstrated that NIK1 and NIK1-T474D
interact with BAK1 and FLS2 in the plasma membra@e-immunoprecipitation (Co-
IP) assays showed that flagellin promoted the NIK1 dissonifrom BAK1 and FLS2

to form an active BAK1-FLS2 immune complex. Finallgo-IPs using NIK1-
overexpressing transgenic lines and nikl knockouts indichéedNiK1 interferes with
BAK1-FLS2 complex formation in the antibacterial respgres NIK1 overexpression
decreased the efficiency of the immune complex foonaiti the presence of flagellin,
whereas NIK1 inactivation resulted in opposing effectsolleCtively, these results

substantiate the argument that NIK1 regulates negativaht pITI.
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INTRODUCAO

As plantas estdo constantemente em contato com divecsadicoes
desfavoraveis ao seu desenvolvimento, sendo afetadasmdingéta por estresses
abioticos (salinidade, luz, temperaturas) ou biodticos (patopertsse ultimo é
responsavel pela maior perda da producdo de grandes cultutadasopara o
agronegocio e producao de alimentos.

Dessa forma, as plantas apresentam mecanismos déelenale defesa para
detectarem rapidamente a presenca do patdgeno e desencaifsarde resposta
adequado. Como primeira barreira contra patdégenos, a plantseata em sua
epiderme uma cobertura denominada cuticula, que € um compE®so, capaz de
auxiliar a célula vegetal a reduzir a perda de agua, alénficldtdr a colonizacdo de
patdogenos na superficie da folha. Ainda nesse sentido, depeetular também se
destaca como barreira fisica, onde a célula busadefmder do ataque através de
pequenas modificagcbes nha membrana, aumento de sintesmplestos que a enrijece,
buscando isolar a regido afetada (Stangatla, 2010).

Quando o patdégeno consegue burlar esse primeiro sistema éeaproas
plantas apresentam uma segunda barreira de defesa qstec@m duas linhas. Na
primeira linha, os receptores de reconhecimento de padroBs{B&tern recognition
receptory localizados na membrana conseguem identificar padroeiecutares
associados a microbios/patégenos ou algum tipo de dano (MAKRB® —
microbe/pathogen-associated molecular patterasDAMPs — damage-associated
molecular patternsrespectivamente). No caso dos MAMPSs, 0 reconhecinetoe
pela propria presenca do microbio no ambiente celular, comeconhecimento da
flagelina bacteriana (flg), da quitina de fungo, o fatorldagamento que se associa ao
ribossomo na fase de alongamento de bactérias TuTEFassim como outras
estrututras como peptideoglicanos (PGN), lipopolissacarideos (LPS) e B-glucanas de
oomicetos. Ja no caso dos DAMPs, esses podem ser cémsieguda presenca dos
MAMPs, pois os patdégenos, ao infectarem ou infestarem Igeu ldoeram algumas
substancias toxicas como enzimas liticas na digestdo derdsarfisicas, como a
digestdo da parede celular liberando oligogalacturonideos (O@&Hmeros de cutina

de fungos e alguns peptideos resultantes de proteasexbiemas (Boller & Felix



2009). Esse tipo de imunidade inata € denominado imunidade desefecpde padrées
associados ao patégeno (PTI) e apresenta respostagdstiaas como fechamento de
estdmatos, aumento do influxo de calcio, producdo de espészEtivas de oxigénio
(ROS), ativacdo de proteinas cinases ativadas por mitdgdAdKE), reprogramacao
da transcricdo e deposicao de calose. (Aleat, 2015, Bigearet al, 2015).

Na segunda linha de defesa, a resposta ocorre via intracalypartir de
reconhecimento de efetores especificos de patégenos, dailessificacdo como
imunidade desencadeada por efetores (ETI). Esse tipo de sesposte devido a
presenca de receptores intracelulares que apresentam uiniodate ligacdo a
nucleotideos e de repeticdes ricas em leucina (NLR),rdeig proteinas de resisténcia
(R), responsaveis pela identificacdo de proteinas efetioapatogenos. Assim como
PTI, a ETI também apresenta como caracteristicasalaesposta o influxo de calcio,
reprogramacao da transcricdo, aumento da producao depRf@®, a resposta da ETI
tem como diferencial a resposta imune aguda, que acabkvaora morte celular
(Zhanget al, 2017).

Em todos os tipos de resposta, 0s receptores sdo saspmnpor desencadear e
ativar ou desativar a cascata de sinalizacdo celular guewminar nos efeitos
caracteristicos do tipo de resposta imune. Dentre ogtoges que se destacam, estéo as
proteinas cinases que iniciam o processo de ativacdo dasraiaés da fosforilacdo. Na
PTI, esses receptores sdo denominados Rtd¢ejtor-like kinasesp RLPs(receptor-
like proteins).Em sua maioria eles estdo localizados na membrandarc&usao
distribuidos em mais de 50 diferentes subfamilias, de acamtosca organizacéo
estrutural (Shiet al, 2004). Um receptor RLK foi identificado como alvo da ehad
NSP (Nuclear Shuttle proteinade begomovirus e, assim designado, NIK1 (NSP-
Interacting kinasell(Marianoet al, 2004; Fontegt al, 2004. NIK1 é estruturalmente
caracterizada como pertencente a subfamilia |l das 15 silibfaraxistentes das
proteinas RLKs que contém repeticdes ricas em leucina -RBRI) apresentando
cinco regides LRRs. De acordo com essas caractasigidogenia, essa subfamilia foi
organizada em trés grupos, NIKs, SERKs e LRRIIc (Sakaetodb, 2012). O primeiro
grupo, NIKs, engloba cinco membros incluindo as proteinas NIKA2 I NIK3 que
atuam principalmente na resposta a begomovirus (Sakahaig 2012). O segundo
grupo SERKs agrupa as proteinas SERK1-5, envolvidas em desemnilvi|m na

resposta imune inata, sendo que SEKS3, também designada BAKInembro mais
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bem caracterizado envolvido na resposta imune antibaadegi anti-fungica (Chinchilla
et al, 2007), resposta ao desenvolvimento da planta por brassoidese(Namet al,
2002) e no processo de morte celular (Hadterl, 2014). Por fim, o terceiro grupo
LRRIIc agrupa genes de funcdo desconhecida, mas tambénssmgpmos mesmos
tecidos e apresentando homologia entre os genes de medbidopsis (Sakamotet
al., 2012).

Experimentos de busca de parceiros, usando o método dohdopto e a
proteina NSPNuclear Shuttle Prote)ndo virus TGMV [Tomato golden mosaic vifus
como isca, isolaram a proteina NIK1 (Mariaebal, 2004). A proteina viral NSP
auxilia a translocacédo do DNA viral, recém-sintetizadoidleo de células infectadas,
do nucleo para o citoplasma e em conjunto com a protealaMi (Movement protein
move o0 DNA viral para as células adjacentes por meiplakmodesmata (Roja&s al,
2005).

A descoberta de NIK1 ocorreu em tomateiros, quando foirdieaola LeNIK
(Lycopersicon esculentum NSP Interacting Kipas&ssim como em tomateiros,
homoélogos de LeNIK1 foram analisados em soja e Arabidopgibjndo alta
similaridade de sequéncia (88% e 76%, respectivamente). Assimse ligar
diretamente ao dominio cinase de NIK1, NSP suprime a respesiafesa da planta,
aumentando a patogenicidade do virus no hospedeiro (idaitial,2004).

Em Arabidopsis, trés proteinas com alta similaridade coi Nle soja e de
tomateiro foram capazes de interagir com NSP, e foramradems NIK1, NIK2 E
NIK3 (Fontes et al, 2004). Microscopia confocal de raizes de Arabidopsis
transformadas com NIK1, NIK2 e NIK3, fusionadas a proteimardiscente verde (GFP
— green fluorescente protdindetectaram as trés proteinas na membrana plasmatica
(Fonteset al, 2004). As linhagens nocauteskl, nik2 e nik3 apresentaram maior
susceptibilidade a begomovirus, indicando o0 envolvimento das eimaet
correspondentes na imunidade antiviral. Resultados gesétidicam que, entre eles,
NIK1 é o principal gene envolvido na defesa contra begomoviamgslantas (Fontes
et al, 2004).

A regido C-terminal de NIK1 apresenta 11 regides caratiter$ de proteinas
cinase, do tipo serina/treonina. A atividade cinase de NIKdefmonstrada por meio de
ensaio de fosforilag@im vitro utilizando o dominio cinase com o sitio ativo intacto de
NIK1 (Fonteset al, 2004, Carvalhet al, 2008; Santost al, 2009). Além de atividade
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de cinase, foi demonstrado que NIK1 é capaz de se autofasfdda presenca da
proteina viral NSP, foi observado que a atividade de fosfooildeadNIK1 € inibida. A
inibicdo de NIK1 por NSP € especifica, uma vez que NSP niigase outras proteinas
da mesma familia (Fontes al, 2004.

O processo de sinalizacdo mediado por NIK1 se inicia éstrasta
transfosforilacdo dos receptores apds sua dimerizacatta/da ativacdo da proteina
contém residuos de treonina cruciais para essa ativiaedato, mutacdes dirigidaa
situ e espectrometria de massa identificaram focos derflagfio nos residuos de
treonina 474 e 469. Ensaios de complementacdo de nikl nocauteascproteinas
mutantes demonstraram gadosforilacdo no residuo 474 € o determinante principal
para a ativacdo da resposta antiviral, enquanto querifagim no residuo 469 exerce
uma funcdo antagonica, inibindo a propagacdo do sinal ahtharavia de defesa
(Sants et al, 2009). Embora os sinais moleculares que promovem acatwde NIK1
sédo desconhecidas, foi demonstrado que a infeccao viraliétor da via de resposta
antiviral mediada por NIK1 (Zorzattet al, 2015).

Subsequentes progressos na elucidacdo da via antividihdaepor NIK1
incluiu a identificacdo dos componentdswnstream a proteina ribossomal L10
(RPL10) pela sua capacidade de interagir com NIK1 em leve@uaaproteina nuclear
LIMYB (L10-interacting Myb domain-containing protginassim denominada por
interagir com RPL10 (Rochet al, 2008). RPL10 € uma proteina citoplasmatica que
apos ser fosforilada por NIK1 é translocada para o n{€aovalhoet al, 2008). No
nucleo, a proteina L10 interage diretamente com um taranscricao LIMYB de
modo a reprimir a expressao de proteinas ribossomaisaRBg leva a diminuicao
global de sintese de proteinas no hospedeiro, comprometenfémcao viral (Zorzatto
et al, 2015.

Em contraposicdo a ativacdo dessa cascata de sinalizat@iral, em células
infectadas, a proteina viral NSP interage com o receptoreimlidl, impedindo o
processo de fosforilacdo desencadeado por esse receptea Dema, a proteina
ribossomal nédo é fosforilada, permanecendo no citmalass inibindo a via de defesa.
N&o tendo a repressédo global de traducdo, o virus se proéfgictamente (Nicaise,
2015).

O desenvolvimento de mutantes em treonina 474, sendo subgpibnidanina e

por acido aspartico (T474A e T474D, respectivamente) permitelareser a
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importancia da funcao desse residuo para o processo ligagéa No primeiro caso, a
mutacdo reduziu fortemente a capacidade de NIK1 de se auttdosfenquanto o
T474D, que mimetiza uma carga negativa constante no residuoceat@na nao
inviabilizou a autofosforilagdo, mas afetou a formacaoasoptexo NSP-NIK1 $antos
et al, 2009) Comparativamente a plantas expressando constingivi NIK1, o
mutante T474D apresenta maior resisténcia ao virus, poatigagdo constitutiva tem
como consequéncia a reducdo dos niveis globais de traduc&lda greviamente a
infecgdo viral (Zorzattet al 2015; Brustoliniet al., 2015).

Embora NIK1 seja o principal receptor LRR-RLK da subfamilenholvido em
sinalizacdo antiviral, outros membros dessa subfamifia sio descritos como co-
receptores de vias de sinalizacdo de desenvolvimento e daladaeninata em plantas
(Ma et al, 2016). Dentre os membros mais conhecidos da subfamilisstgcden-se as
proteinas SERKSomatic Embryogenesis Receptor Kinasamhecidas por estarem
envolvidas em regulacdo de resposta imul@rchillaet al, 2009).A proteina mais
bem caracterizada dessa familia € SERK3, também conhedd®m BAK1l
(Brassinosteroid insensitive 1- associated kinaBAK1 foi primeiramente identificado
e caracterizado através de ensaio de duplo-hibrido cmoncipal proteina que
interagia com BRI1 Brassinosteroid insensitive Ilam & Li, 2002). Ensaios de
coimunoprecipitacdo identificaram que BRI1 se ligava a BA¥ddendo formar um
complexo heterodimérico na superficie celular. O hormdmassinolideo liga-se ao
receptor BRI1 e provoca a formacdo de um complexo ativo @ co-receptor BAK1,
induzindo eventos de transfosforilacdo e ativacdo da cadeasmalizacdo. BRI1 se
apresenta na membrana de forma homodimérica na audérftaamoénio brassinolideo,
ndo sendo capaz de ativar sozinha a cascata de sinalidacédesenvolvimento da
planta. (Wanget al, 2008)

Posteriormente, BAK1 foi descrita como protagonista déraowia de
sinalizacdo, a via de resposta a PTIl onde atua comeceptor de outro RLK,
denominado FLS2Hlagellin-sensitive P (Sunet al, 2013). O processo de resposta
imune é desencadeado pela percepcdo do peptideo bacteriano digpargdo
extracelular de FLS2 que se ligam e recrutam BAK1 (Figur& flpgelina bacteriana
forma ligacbes com ambos 0s receptores e essa proximideadeao evento de
transfosforilacdo e heterodimerizacdo do complexspamrsaveis pela ativacdo da via

de resposta. Além disso, BAK1 funciona como co-receptativi#sos outros PRRS,

5



incluindo EFR (ELONGATION FACTOR-thermo unstable, EF-Tu, pteg e PEPR1
(PEP1 receptor), que percebem especificos PAMPs/DAMPs anativaamplificam
PTI (Maet al, 20149.

A regulacdo da interacdo de BAK1 com outras proteinas feérgada em
estudos recentes, que encontraram outra proteina envodvidayumacdo do processo,
denominada BIK1 Botrytis-induced kinase)lque regula positivamente o evento de
resposta imune e simultaneamente regula negativamsintaliaacéo da via a BR. Essa
sinalizacdo ocorre devido a fosforilacdo de diferenteisiues durante sua interacéo
(Lin et al, 2013; Liuet al, 2017).

FLS2 fig22 elfi8 i ____ EFR Matriz extracelular

Membrana citoplasmatica

BIK1
L
v
§

BIK1 Citoplasma
P
Ativagao da resposta Ativacao da resposta
imune (PTI) imune (PTI)

Figura 1 - Ativacdo da resposta imune desencadeada por patégerib3|). Adaptado de Wangt al,
2014 No primeiro complexo, FLS2 e BAK1 se apresentam separadarm@mo proteinas de membrana
associadas a proteina BIK1. Somente na percepcéo do pdmitteriano flagelina (flg22) pelo receptor
FLS2, ha a formacdo do heterocomplexo FLS2/BAK1, onde hé&arsfosforilacdo dos receptores
mediado por BIK1 que culmina na ativac@o da respota imune. Daarfesma, a percepc¢éo do peptideo
elfl8 pelo receptor EFR, recruta BAK1 e um processo sentella transfosforilagdo entre os receptores
juntamente com BIK1, culmina na ativacéo da resposta imune.

Embora exista similaridade estrutural entre os receptdi€d e BAKL, o
mecanismo pelo qual NIK1 intermedeia um mecanismo de respogharal é
totalmente diferente da resposta imune inata, PTIl, megiad8AK1 (Figuras 1 e 2)

No mecanismo de ativacdo de PTI, o co-receptor BAK1 formaamplexo ativo com
PRRs mediante a ligacdo do receptor com PAMPs, apresemeatizss patégenos
(Figura 1 Wang et al, 2013. Ativagdo de PTI resulta na rapida producdo de ROS,
ativacao de MAPKs, inducao de genes de defesa e deposicatse, como resposta
de defesa do hospedeiro. Por outro lado, no mecanismaude@ade antiviral mediada

por NIK1, aativagédo de NIK1 intermedeia a translocacdo de RPL10 pardemnande
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interage com LIMYB para reprimir a expressédo de genes daimaagude traducéo,
resultando em inibicdo de traducdo dos mRNAs virais e dpedeiro, aumentando

assim a tolerancia a begomovirus (Figura 2; Calil e Fo2dds,; Gouveiat al, 2017).
?

Espago extracelular

474 474 474 ©) O =
469 D 469 469
- - /

~

Diminuicdo da sintese ( )
global de proteinas

Citoplasma @ I T

@)

6)

Repressao da expressao de proteinas
Nucleo ribossomais

Figura 2— Via de sinalizagdo da resposta antiviral mediada por NIK1A infeccdo pelo virus induz a
formacgdo da homodimerizagdo do dominio extracelular de NIK1 dgafprma que a aproximacéo do
dominio cinase permite que ocorra a transfosforilagdosidue T474 de ambos, ativando-os (2). NIK1
também pode interagir com outro ligante LRR-RLK descouloenh presenca de estimulo viral (1b).
Embora a infecgéo viral tenha como alvo a via de siegdia antiviral mediada por NIK1, as bases
moleculares desse processo permanecem desconhecidas Ajve;do, NIK1 participa indiretamente
da fosforilagdo da proteina RPL10 (3) promovendo sua tragédlmgaara o nlcleo da célula(4). No
nicleo, ela vai interagir diretamente com LIMYB (5) de formaeprimir a expressdo de proteinas
ribossomais (6). Como consequéncia, ocorre a supressaaddadio global de proteinas (7), de forma
impedir a traducdo do mRNA viral (8) . A proteina NSP de meyérus se liga especificamente na alca
de ativagdo de NIK1, inibindo sua autofosforilagdo em T474 (9jordea que a proteina RPL10 nédo
fosforilada se mantenha no citoplasma de células infectd@asfavorecendo o processo de infecgdo
viral. O DNA fita Unica do virus se replica atravésmterimediarios do processo de replicagao celular do
DNA fita dupla da célula infectada (12). NSP é capaz de@ggedo DNA viral nascente que facilita o
processo de movimento dessa proteina para o citoplasmiadmepor alguma exportina ainda néo
identificada. (Adaptada de Machaetoal, 201%.

Consequentemente, a resposta de imunidade antiviral meg@daNIK1l

culmina na supresséo da traducao global, o que representavaonparadigma para
7



defesas antivirais em plantdsteressantemente, a analise do transcriptoma de mutantes
nikl sugerem que NIK1 pode suprimir as respostas imunes antibaaterindicando

um possivel efeito oposto de NIK1 em infeccbes por hiastéx por virus. Foi
observado que o silenciamento de NIK1 regula a expressdo més gele estao
envolvidos na via de sinalizagdo do acido salicilico, horon@nivolvido na resposta
imune de plantas e genes envolvidos na resposta a bébtéckhadoet al, 2015.

O principal objetivo dessa investigacdo consistiu em elucaapossivel

comunicacao cruzada entre NIK1, caracterizado como comi@de defesa antiviral,

com vias de imunidade antibacteriana em plantas.



MATERIAL E METODOS

Clonagem dos genes

O clone pUFV732, contendo o dominio cinase de NIK1 fusiona@&®, foi
previamente descrito (Fontesal., 2004).0 clone pUFV2514 contendmfragmento de
DNA, que codifica o dominio cinase de BAK1 (KDBAK1), fusionado a G&T
gentilmente cedido pelo Dr Ping He. O fragmento correspondenti®minio cinase de
FLS2 (KDFLS2) foi amplificado de pUFV2474 (pHBT-FLS2-FLAG), genghte
cedido por Dr Ping He, clonado, por recombinacéo, em pDONR22Ziyznolo o clone
pUFV2984. Em seguida, KDFLS2 foi transferido, por recombinacaa, @aretor de
expressdo pGEX-4T-1. O clone resultante pUFV2654 permite aesiheterologa de
KDFLS2 contendo uma cauda GST (Glutationa S-Transfefas@nada a regiao N-
terminal da proteina. Os primers utilizados nas clonagensl@o#ios cinases dos
receptores sao descritos na Tabela 1.

As colbnias individuais dé&.coli transformadas com as constru¢cdes descrita
acima, foram incubadas em 5 mL de meio LB contendo biéiito de selecdo do
vetor ampicilina 100mg/L, a 37°C por 16 horas. O DNA plasmidia¢xtraido através
do kit Miniprep Extraction kit(Qiagen). Uma aliquota de cada vetor contendo os genes
das cinases foi utilizada para transformacadcdeoli da estirpe BL21:DE3 (pLYSs),

utilizada nos ensaios de expressao.

Preparo de células competentes e expressao heterdloga

As células dd&.coli da estirpe BL21:DE3(pLYSs) foram cultivadas em 5mL de

LB contendo o antibiético de selecdo cloranfenicol (35 mmy/ A cultura foi
centrifugada a 6000 g por 2 minutos e o pellet foi ressuspenaid®@0uL de CaCl,
0,1M. Esta solucéo foi novamente centrifugada e o pesuspendido em 15{ do
CaC} 0,1 M (Sambroolet al, 1989). As aliquotas de 78. foram transformadas com
cada plasmideo, pelo método de choque térmico, e a cotegeida foi plaqueada em
meio LB solido contendo os antibidticos de sele¢do, i@ma (100 mg/L) e
clorafenicol (35 mg/mL). Os transformantes foram cordidos por PCR e o produto

amplificado foi visualizado em gel de agarose 1% (p/v).



Os transformantes selecionados foram pré-inoculadosSemL meio LB
acrescido dos antibiéticos de selecdo por 16 horas. gudseforam diluidos em 500
mL de meio LB contendo os mesmos antibiéticos e a eufirincubada a 37°C, 150
rpom até atingir Okbonn= 0,8. Em seguida, foi adicionado isopropib-
thiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracao final denB)de a cultura foi incubada
a 20°C, 120 rpm por 16 horas. A cultura foi centrifugada a 10@Ppox 10 minutos a
4°C e o pellet congelado em nitrogénio liquido e armazena80°€ até uso.

Purificacdo de proteinas fusionadas a GST e expressasoaii E.

As células sedimentadas Hecoli, expressando as proteinas de interdesam
ressuspendidas em PBS 1X ((NaCl 140 mM, KCI 2,7 mMHR&, 10 mM, KHPO,
1,8 mM, pH7,3) com adicao de inibidores de protease, PMSF 30 pMaB@ina 15
UM e Thioureia 15M. Nesta solucdo, foram também adicionad68 pug.mL™ de
lisozima, mantendo-se por 30 minutos no gelo. A lise celfda obtida por
ultrassonicacdo com os padrbes de pulso 5, amplitude 60/80, pogufidee Em
seguida, o material foi centrifugado a 1000@ por 30 minutos para a remocao de
restos celulares e obtencédo do sobrenadante.

Ao sobrenadante, foi adicionado a resina Glutationah&epe 4B (GE
HealthCare), previamente equilibrada com o tampdo PBS 1X. Apéseras sob
agitacdo lenta, as proteinas aderidas a resina forddaglcom o tampéo de eluicdo
contendo glutationa reduzida (L-glutationa reduzida (Sigfimég;HCI 50 mM, pH 8,0).
Uma aliquota do eluato foi analisada em gel de poliacrilamidaFa&EE 10% (m/ve
guantificado pelo método de Bradford (1976) para verificaiciééatia da expressao e

purificacao.

Ensaio de fosforilagdm vitro e analise por espectrometria de massas do tipo MALDI-
TOF/TOF

Para verificar a atividade cinase das proteinas de estuitagpurificacao foi

realizado um ensaio de fosforilagdo com um peptideo tismtélenominado P2
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(GTVGHIAPEYLSTGQSSEK). Para isso, 10 pug de proteina purifica88 ¢M do
peptideo foram incubados em Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, MdOI mM, EDTA 5 mM,
NaCl 100 mM, DTT 1 mM e ATP 100 uM por 1 hora a temperatutziente.

Para andlise da fosforilagdo do peptideo sintético, &isanfoi realizada,
primeiramente por espectrometria de massas do tipo MALMAtrix-assisted laser
desorption/ionization. Para essa analise, a matrizzadéi foi o acido 2,5
dihidroxibenzo6ico— DHB (Bruker Daltonics, Alemanha), solubilizada na solugdo de
acetonitrila 50% (v/v), acidificada com &cido trifluoracétio,1% (v/v), para uma
concentracdo final de 10 mg/mL. Antes da aplicacdo dateandsi necesséria a
calibracdo do equipamento e utilizando o método de ankli8e® com peptideos
padrdes (Peptide Calibration Standard Il) (Bruker Daltoniosmahha). Em seguida, 1
UL de cada amostra e 1 pL de matriz foram aplicadasr®teneizados em cadpot
de placa de aco apropriada para analise. Os espectroSlde MS2 foram adquiridos
em espectrometro MALDI-TOF/TOF, modelo Ultraflex Il (Brukaaltonics).

Para obtencdo dos dados de MS1, utilizou-se o modaivefle positivo, com
uma faixa de deteccdo de 500-3400 Da. Os dados de MS2 foram ,obsdado o
método LIFT no modo positivo, para o qual foram selemms os ions com maior
intensidade em relacdo a razdo massa carga (m/z). Tosdasdos obtidos foram
gerenciados pelo software Flexcontrol, versdo 3.3 (Brukeomes, Alemanha), sendo
0S espectros resultantes das analises MS1 e MS2 processanioo auxilio do
aplicativo flexAnalysis, verséao 3.3 (Bruker Daltonics, Aleime).

Foi também utilizado o espectrometro lonTrap (Amazon Brubaktonics)
acoplado a nanoUPLC (Waters) como forma de confirmar a seigu&uantificar e

monitorar a fosforilacdo do peptideo em baixa intensidade.

Espectrometria de Massas do Tipo lon Trap

Os peptideos tripticos foram ressuspendidos em 80 uL déisodggiosa de
acido férmico 0,1% (v/v), centrifugados a 20.00§ por 20 min, sendo 75 pL dessa
solucdo transferidos para vials de 500 uL. Uma aliquota gd_2fe cada amostra foi
aplicada em um sistema LC-MS/MS, composto por um UPLC Awanoty (Waters,
EUA) e um espectrometro de massas modelo lon Trap ET2é&m{@ruker Daltonics,
Alemanha). As amostras foram submetidas a uma cocridaatografica em uma
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coluna trap e uma coluna capilar C18 BEH130 1,700 pm x 100 mm, operando
com uma taxa de fluxo de 0,600 pL/min. Os peptideos foradpslautomaticamente e
injetados em espectrometro de massas, atuando no mia®, com o auxilio de uma
agulha de ionizacdo nanoESI. As solucdes de fase mdzdddas para o programa de
gradiente foram agua e &cido férmico 0,1% (v/v) e acetianériacido formico 0,1%
(v/v), com o programa da corrida iniciando de um passaedsalinizagdo com a
manutencdo de 5% (v/v) de acetonitrila e acido férmico @19p durante 15 minutos.
Em seguida, um gradiente linear de 3%0% (v/v) da solucdo acetonitrila e acido
formico 0,1% (v/v) durante 30 min, 50% durante 5 min, seguidgaatiente linear de
50% a 90% durante 3 min, 90% durante 2 min, seguido por gradien®®%ea 10%
durante 3 min, e mantidos a 10% durante 3 min. O escaneasrm@nioodo positivo
dos ions para os espectros de MS1 foi efetuado para aléawassas entre 300 e 1500
m/z, sendo para os espectros de MS2 entre 70 e 3000 m/z. A&amjaisidados teve a
duracédo de, aproximadamente, 60 minutos.

Para identificacdo dos sitios de fosforilacdo, foiia#tdo o meétodo para
aquisicdo automatica dos espectros de MS1 e MS2 no modoM&mo-Para
fragmentacédo dos peptideos, foi utilizado o métoelatral losspseudo MS3, onde foi
aplicado uma excitacdo por CID (Dissociacdo induzidacpbtsdo) para liberacdo da
perda neutra do ion fosfato, seguida de uma aquisicdo daeftagdo por ETD
(Dissociacao induzida por transferéncia de elétron) (Mi®828)ions que apresentaram
perda de 98 Da, 49 Da e 32,7 Da. Para quantificacdo da abundaatisa rébs
peptideos fosforilados identificados pelo método antefirytilizado o método de
escaneamento do tipo MRM com duas transicfes para @adaoinitorado. As areas
dos cromatogramas extraidos dos ions (XIC) para os peptidsfosilados e néo
fosforilados foram utilizadas para as quantificacfediva® normalizadas para cada
corrida de LC/MS.

A aquisicao dos dados foi gerenciada pelo aplicativo Hystasdo 3.2 (Bruker
Daltonics, Alemanha), sendo 0s espectros processados eaxilo dos aplicativos
Data Analysis, versdo 4.0 (Bruker Daltonics, Alemanha), atilib-se as configuracdes
padrbes para protedémica. As listas de picos foram geradaenmmatos mascot generic
format (*.mgf) para identificacdo dos peptideos e seuscegpe sitios de fosforilacao,
utilizando o algoritmo MASCOT em servidor local. Os paraoetitilizados para a

pesquisa foram: digestdo enzimatica pela tripsina com ulwagem perdida;
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carbamidometilacdo da cisteina como modificacdo fixaxidagdo da metionina e
fosforilagdo da treonina, serina e tirosina como mealifio variavel; tolerancia de erro
de 0,15 Da tanto para o ion parental, quanto para os fragmBatasconfirmacao do
sitio de fosforilacdo foram verificados os ions comdpeneutra para os espectros de
CID e a presenca do fosfato (80 Da) no mesmo residuo.

Ensaio de BiFC

A ORF deAtNIK1 foi amplificada de pDON-AINIK1 (Fontest al, 2004) e
inserido, por recombinacdo, em pDONR201, resultando em pUFV1898. O cDNA de
AtBAK1 foi amplificado de pUFV2472 (pHBT-BAK1-GFP, gentilmente cediddope
Dr Ping He) e inserido por recombinacdo em pDONR207, resultaondelone
pUFV3023. O cDNA de AtFLS2 foi amplificado de pUFV2474 (pHBT-FLS2-FLAG,
gentilmente cedido pelo Dr Ping He) e inserido em vetoemnteada pDONR2Q7
resultando em pUFV3021 clone pUFV622, contendo a ORF mutada de AtNIK1,
NIK1T474D, em pDONR201 foi previamente descrito (Santbvsal, 2009). Em
seguida, as ORFs de AtNIK1, NIK1T474D, AtBAK1 e AtFLS2 foramdfandos, por
recombinacap para vetores de expressdo SPYNE e SPYCE do sistema Gateway
(Invitrogen), contendo parte da proteina fluorescente YBRums por¢cdes amino (N) e
carboxi-terminal (C), respectivamente. Foram obtidoslaoses NIK1-SPYNE (pUFV
3025), NIK1-SPYCE (pUFV 3026), BAK1-SPYNE (pUFV 3029), BAK1-SPYCE
(pPUFV 3030), FIS2SPYCE (pUFV 3031), FLS2-SPYNE (pUFV 3032), NIK1T474D-
SPYNE (pUFV 3027), NIK1T474D-SPYCE (pUFV 3028).

Agrobacterium tumefacierda estirpe GV3101 foi transformada com os clones
descritos acima. As culturas crescidas em meio LB a 2Rfi@nte 16 horas foram
centrifugadas a 6000g por 5 minutos. O pellet foi lavado e ressuspendido em tampao
de infiltracdo (MgCG 10 mM, MES 10 mM pH 5,6 e acetoceringona 300 uM) para
ODsoonn= 0,3 e infiltrados enNicotiana benthamianaAs plantas foram infiltradas e,
apos dois dias, analisadas em Microscopio Confocal deeMaa a Laser Zeiss
LSM510 META na faixa de excitacdo 514 nm, utilizando laser hélio neomeao

emissao a 560 a 615nm.
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Transformacéo de Arabidopsis por mergulha do pendéo floral

Para obtencdo de linhagens transgénicas de Arabidopsis, al®©RK1 em
pDON-NIK1-NS (Fontest al, 2004) foi transferida, por recombinacao tripla, para
vetor de transformagdo em planta 2x35S::NIK1-6HA-pH7m34gw]teeslo no clone
pUFV2226. O DNA plasmidial extraido foi utilizado para transfarsgrobacterium
tumefaciengstirpe GV3101 por eletroporacéo (2500 mV, 3-4 ms). O transhveniai
plagueado e selecionado em meio de cultura LB contendangienta (50 mg/L) e
espectinomicina (100 mg/L) e confirmados via PCR.

A colbnia confirmada foi inoculada em meio LB contendoamtibioticos de
selecdo gentamicina (20 mg/L) e espectinomicina (100 mg/RB°&€ até atingir
O.Dsoonn= 0,6-0,8. A cultura seréa centrifugada por 68@Ppor 10 min a 25°C. Qellet
foi ressuspendido em solugdo sacarose 5% (m/v) contehalet-B7 0,02% (v/v)
Arabidopsis Col-0 foi transformada pelo método do mergdth@endéo floral por trés
semanas consecutivas (Bental, 2006). Trés linhagens independentes, NIK1-6HA-1,

NIK1-6HA-2, NIK1-6HA-7, foram selecionadas para analises pioses.

Obtencao de protoplastos

Para o isolamento dos protoplastos, foram utilizadas fotless linhagens
transgénicas de Arabidopsis expressando NIK1-6HA. As semdraasgénicas
desinfestadas foram plaqueadas em meio MS % forca, doraanibidtico higromicina
(10 mg/mL) e cultivadas por 15 dias até serem transplanfetasvasos; entdo, por
mais 15 dias em camara de crescimento com temperatun@lada a 22C com
fotoperiodo de 10-13 horas. As folhas foram cortadasl@mina em tiras de 0.5-1 mm,
dando preferéncia para a regido central da folha. 10-2Gsftdham digeridas em 5-10
mL de solug¢édo enzimética (MES 20 mM, Manitol 0,4 M e KCIn2d. celulase 1,5%
(w/v) e macerozima 0,4% (w/v) , CaCl0 mM e BSA 0,1% (m/v). Apés o corte,
tecido foi imediatamente mergulhado na solucdo enzim&icecubado a vacuo por 30
min no escuro usando dissecador e a digestdo procedeu poragsthqualidade dos

protoplastos foi monitorada em microscépio em camara de Neubs entdo,
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adicionou-se a solucdo W5 (MES 2 mM, NaCl 154 mM, €426 mM e KCI 5 mM)
em igual proporcdo a solucdo enzimdtica. Pedacos desfalda digeridas e
interferentes foram removidos com um filtro de 75 pm. @stoplastos foram
centrifugados a 20 g por 2 minutos e ressuspendidos com a solucdo W5 na
concentracdo de 2 x1protoplastos /mL. O tubo foi deixado em repouso na vertigal po
15 minutos para sedimentacdo dos protoplastos por gravidadeolremeglante foi
totalmente removido. Os protoplastos foram, entédo, ressuspsretiddiMg (MES 4
mM, manitol 0,4 M e MgGl 15 mM) na concentracdo 2 XlProtoplasts /mL a
temperatura ambiente, transfectados com 10 pg de cadaucaoste DNA e
incubados por 12 horas em solugdo WI (MES 4 mM pH 5,7, Mah&oM e KCI 20
mM) (Yoo etal, 2007).

Ensaios de co-imunoprecipitacdo (Co-IP) em protoplastésatedopsis

Os protoplastos de Arabidopsis, transfectados com as constded2NA de

7,5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM e glicerol 10% (v/v)] contendo iddres de protease

e fosfatase e incubados no gelo por 10 minutos. Em seguadagsira foi centrifugada

a 13000 xg por 10 min a 4°C e ao sobrenadante foi adicionado pre@iAgarose pre-
equilibrada com o tampao de imunoprecipitacdo, seguidapobacdo a 4°C com leve
agitacdo por uma hora. Em seguida, a amostra foi teyatda a 1300& g por 5 min a
4°C e ao sobrenadante foi adicionado o anticorpo desejaumubada a 4°C, sob leve
agitacdo em shaker orbital durante duas horas. Apds adpedi® incubacédo, foram
adicionadadeadsde proteina-G-agarose prorrogando a incubacédo por maisaohaas

a 4°C. Na sequéncia do procedimento, a solucdo foi aegadh a 13000 g, 4°C por

um minuto para sedimentar heads O sobrenadante foi armazenado para analise da
eficiéncia do processo. O pellet foi lavado trés veazmm © tampao de lavagem
contendo [HEPES 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, glicashb (v/v) e
Triton 0,1% (v/v)] nas mesmas condicfes de centrifugalgsrritas para sedimentar as
beads Por fim, asbeadsforam ressuspendidas e centrifugadas com Tris-HCI 50 mM
pH 7,5 e o produto foi eluido em tamp&o SDS-Laemmli 2X e incuadiss’C por 10
min. As amostras foram resolvidas em gel de poliacrilamida-BAGE 10% (m/v)e

analisadas por western blot.
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Tabela 1- Oligonucleotideos utilizados em rea¢des de PCR

Primer Sequéncia (5°-3°)

FLS2_FWD AAAAAGCAGGCTTCACAATGAAGTTACTCTCA
KDFLS2_FWD AAAAAGCAGGCTTCACAATGTCATCAGAGTCCTC
FLS2_NS_RVS AGAAAGCTGGGTCAACTTCTCGATCCTCGTT

KDBAK1 AAAAAGCAGGCTTCACAATGGACCCAGAAGTTCA

KD At BAK1 RV

BAK1-FWD
ATNIK FG

KDNIK1FG

ATNIKRG
Attb1
ATTB2
pDON201

pDON 201 E 207 RVS
pDEST15GSTFWD_4798

35S_MC36_3408
SPYNE
SPYCE

AGAAAGCTGGGTCTTCATTAAAGCATTCTTACAAC

AAAAAGCAGGCTTCACAATGGAACGAAGATTA
AAAAAGCAGGCTTCACAATGGAGAGTACTATTGTT

AAA AAG CAG GCT TCA CAA TGG GAG CTG CAA
GAG GG

AGAAAGCTGGGTCGAGTCATAAGAGATTTCGATG
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTAGAAGAAAGCTGGGT
TCGCGTTTAACGCTAGCATGGATC
TGTAACATCAGAGATTTTGAGACAC
CCAATGTGCCTGGATGCGTTCC
TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC
TTAGGCCATGATATAGACGT
TTACTTGTACAGCTCGTCCA
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A principal caracteristica entre determinado grupo das P&Rifitadas como
RLKs € o fato de possuirem um dominio cinase contendirteaisticas estruturais
tipicas como sitio de ligagdo ao ATP, sitio ativo dztgina e dominio catalitico. Essa
regido completa € a responsavel pelo evento de fogfwilantre os parceiros tendo
como consequéncia a regulacdo de uma via de sinaliz&rdntendimento das
interacdes entre as proteinas de membrana dessa familidopoeeer informacdes
sobre a regulacdo decorrente de condicbes de adversyg@de célula pode ser
submetida. A observacdo de que inativacdo de NIK1,nédh nocaute, induz a
expressdo de genes do sistema imune de plantas levamipotese de que NIK1
pudesse também estar envolvida na imunidade inata de plaftag\sBim sendo, as
possiveis interacdes entre NIK1 e receptores que interamed@ll, como BAKle
FLS2, foram analisadas, inicialmente, pela capacidade atsfdsforilacdo entre os
receptores.

O uso do dominio cinase em ensaiositro pode esclarecer se ha interacdes de
ativacdo ou inibicdo da fosforilacdo especificas ergoeptores. Assim, o dominio
cinase dos receptores NIK1, BAKIFLS2 foram clonados para expressaokemoli e
purificacdo das proteinas recombinantes. A Figura 3 esquemasizaegioes
caracteristicas das proteinas como as regifes ricagewmima (LRR), o dominio
transmembrana (TM) e o dominio cinase. Os dominios esndglimitados pelos

oligonucleotideos, indicados pelas setas vermelhas, fexprassos em E. coli.

AtNIK1

KD 538
AtBAK1
<«
LRR TM KD 623

AtFLS2

- —
LRR ™ KD 1173

Figura 3 - Regido de clonagem dos dominios cinase das protein@sArabidopsis NIK1, BAK1 e
FLS2. LRR - regides ricas em leucina, TM - dominio transmaméoie KD - dominio cinase.
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As proteinas KDNIK1, KDBAK1 e KDFLS2, fusionadas a cauda de GST e
expressas enk. coli (BL21), foram purificadas por cromatografia de afinidade e
submetidas a gel SDS-PAGE 10% (m/v). Para todas as proteinasdoktadas trés

fracOes de eluicdes.

97kD_a _ 97kD__a — —

G6KDE B6KDa — - — 5 )
W W < KDNIKI-GST TSP ems < KDBAKI-GST
45kDa — s— 45KDa —— —
5kDa : -
——_ — E——
- e L B
— - . e -

66KD3 __ e —. ——
—Q.—. <— KDFLS2-GST

-

Figura 4 - Purificacdo das proteinas expressas em bactéria enesmas condi¢cBesAs canaletas 1,2 e
3 se referem ao 1°, 2° e 3° eluatos.

Nota-se que, embora seja aplicado 0 mesmo protocolo e cesdie@xpressao, ha
uma diferenca entre as quantidades de proteinas obtidaadaneluicdo, mas ainda
assim, todas foram purificadas em homogeneidade relativansdtae As proteinas
apresentam massa molecular KDNIK1 (63kDa), KDBAK1 (63kDa) e KI2H68kDa)

conforme predito pela massa molecular dos dominios dgsecinde GST.

Um peptideo sintético, correspondente a sequencia de aidme&@a alca de ativacéo

de NIK1, serve como substrato para NIK1.

Tem sido previamente demonstrado que o residuo de treoninantprew
posicdo 474 na alca de ativacdo do dominio cinase de NIKsggaced para ativacéo
da cinase que ocorre por autofosforilacdo (Saetad, 2009). A fim de confirmar a
estabilidade da proteina purificada KDNIK1 truncada, foi avaleadaa capacidade de
fosforilar um peptideo sintético contendo uma sequenck2desiduos de aminoacidos
da alca de ativagcdo de NIK1 que sobrepde a posicado da trebidnadesignado

peptideo P20 peptideo sintético denominado P2 (GTVGHIAPEYLSTGQSSEK), de
18



massa 1961 Da, contém a sequéncia de aminoacidos de NIK1 rde aom sua
clivagem com tripsina, simulando o efeito resultante midise da clivagem e sendo
também atuante como um padréo interno para padronizacaetddo de analise no
espectrometro. Esse peptideo, previamente analisado potrespria de massas do
tipo MALDI-TOF/TOF, foi submetido a ensaio de fosforilagcdo na presencgeaDid KL,
KDBAK1, e KDFLS2. No espectrometro MALDI-TOF/TOF, a amostra & aplicada
juntamente com uma matrizno caso foi utilizado DHB (&cido 2,5-diidroxibenzoico)
que cristaliza sobre uma placa de metal que € inseridgquipamento. Essa matriz
auxilia na ionizacdo da amostra, de modo que o peptideo cgenmasitiva“voe” no
campo magneético até o detector. Em um MALDI-TOF/TOF é mamum que o
peptideo adquira a carga +1. No intuito de verificar se oideeptfoi sintetizado
corretamente, foi examinado o MS1. Os espectros MS1 eeM&2resultados obtidos
foram analisados no software flexAnalysis (Bruker Daltonid3).espectro MS1
confirmaa resolugdo do pico 196Da com alta abundancia (Figura 5). Ao submeter
esse peptideo a uma nova fragmentacao, é possivehohetesua sequéncia através da
fragmentacéeb e-y. Esse é um tipo de fragmentacdo que analisa a clivageada&a
peptidica, permite a identificacdo de cada residuo de aridoo@resente naquela
estrutura, sendo definida como sequenciamento de novo. Assimspectro MS2
(Figura 5) a fragmentacao do pico em 1961 permitiu identificar a secuéogpeptideo
indicando que ndao ha nenhuma modificacdo em sua eatrstundo os dois outros picos

presentes, adutos de sddio devido ao tampéo fosfato presambestaa.
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Figura 5 - Andlise do pico do peptideo sintético (1961 kDa) e sfiagmentacdo. a.O espectro MS1
indica a presenca do peptideo sem modificad@ied. espectro MS2 mostra a fragmentacéo do peptideo
sintético confirmando a sequéncia sem modifica¢des.

Em seguida, foi analisado se o peptideo serviria comoratdgtara NIK1 ja
gue NIK1 é capaz de se autofosforilar na treonina 474, queatida na sequéncia do
peptido P2. Sendo assim, o peptideo P2 foi submetido ao desfisforilacao in vitro
utilizando o dominio cinase de NIK1 purificado e ATP (FiguraBB)h um espectro de
massas, a presenca de um grupo fosfato é detectada géanua diferenca de massas
de 80 kDa. A massa do peptideo 1961 Da, acrescida de 80 Da da fgisioplarmite a
visualizacéo e investigagéo da fragmentacao do pico 20é&p€xtro MS1 gerado pelo
MALDI-TOF-TOF demonstra a presenca de um pico 2041 corresptende peptideo
fosforilado (Figura 6)
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O sequenciamento do peptideo fosforilado (espectro Mi§@raF6) confirma
gue a fosforilacdo por NIK1 ocorre na segunda treonina do pefRlecorrespondente
ao residuo 474 na proteina intacta. A treonina apresentarmda isolada a massa

correspondente a 101 Da e fosforilacdo em seu residudcgstiincremento de 80 kDa

na massa total
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Figura 6 - Andlise da fosforilacao do peptideo sintético P2 metiominio cinase de NIK1a. A massa

do peptideo néo fosforilado € de 1961 e a massa do peptideo ddsfa¥ride 2014. O espectro MS1

mostra a presenca do pico 2014, comprovando a fosforilagd@ bspectro MS2 apresenta o

sequenciamento do peptideo sintético e indica que a fos&aritaaprreu no residuo de treonina 4K4.

sequéncia de aminoacidos &BGHIAPEYLSTGQSSEK. O T em negrito refere-se a treoni@a

posicao 474 da sequéncia de aminoacidos de NIK1.
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BAK1, mas ndo FLS2, fosforila o peptideo P2 na treoninagspondente a posicdo
474 de NIK1.

Uma vez demonstrado que o peptideo P2 serve como subsaratdNIK1
indicando fosforilacdo no residuo de treonina 474 de NIKleferido peptideo foi
também utilizado em ensaios de fosforilacdo a fim denawa se a cinase NIK1
também seria fosforilada por BAK1 e/ou FLS2 na posicao 474egmactrometria de
massa. Andlise do espectro MS1, utilizando FLS2 purificado esrsaios de
fosforilacdo, indica que os residuos da alca de ativdedbllK1 representados pelo
peptideo P2 ndo sao fosforilados por FLBR2 vitro (Figura 7) Nenhum pico
correspondente a adicao de um ou multiplos fosfataddatificado, demonstrando que
0 peptideo P2 ndo serve como substrato para FLS2. Emstentvaespectro MS1,
utilizando BAK1 purificada em ensaios de fosforilagdo do pepti2, detectou um
pico correspondente ao peptideo fosforilado, mas devido stb#idlade limitada do
equipamento, nao foi possivel gerar um espectro MS2.mAssensaio de fosforilacéo
de BAK1 com o peptideo sintético foi analisado em um egjeetro de massa do tipo

lon Trap (Figura 8)
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Figura 7 - O espectro MS1 do peptideo sintético P2 ndo apreseniagde fosforilagdo em 2041Em
ensaio com o dominio cinase de FLS2 somente encontrapise do peptideo, indicando que FLS2 néo
apresenta habilidade de fosforilar NIK1.
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A interacdo do dominio cinase de BAK1 com o peptideot&iatéoi aplicado
em um sistema UPLC acoplado a um lon trap. Diferententinoutro método, nesse é
possivel escolher diferentes modos de fragmentacac@ama analisadas, assim como
outras cargas adquiridas pelas moléculas. Através de diadtsmpo de retencdo a
amostra é direcionada para um ionizador, no caso, unosgedy, que permite sua
migracdo para o detector. O detector lon trap é caracterizadappesentar regides de
aprisionamento da amostra durante um pequeno momento, icbait@ de intensificar
o sinal de deteccdo de amostras que estdo em baixa atiand®ssim, os dados
obtidos foram submetidos contra um banco de dados attawsstware MASCOT que
identificou com alta similaridade (51 ions score) que o pepi@encia a NIK1. O
resultado do MASCOT foi convertido para ser analisado =df@d® que obteve os
dados da Figura 8, indicando que BAK1 fosforila o peptideo P2, simsitde a NIK1

no residuo de treonina 474.

1961.038

Intens. [a.u.] o
w X
o %
!

254

79.98

2.0

1967.902
051 —

2005.008

2013.103 2032.128  2041.021

1974.865

T Mo, — 1 T
—_——— e ——
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050
m/z

AAAAAAA

23



b12+2H
G Teg0 VG o H A+ P——E——Y—+L—ts -

100% . 2,040.01 AMU, +3 H (Parent Errar: 45}éapm

b
2
Q —R——E— 61+ 81— QG T— 8Lt y—sd=pgsstp 'A pref e ot G AV - T+80 G
9 4,82 b10
E 7‘ bapsa b9 1.082(6?
© 2 Wl it w£ n by1 y12 , ,
0 250 750 1000 1250 1500 1750 2000
mi/z
B+2H C Ions C+2H a8 ¥ Ions Y¥+2H Z lons Z+2H
751 G 2.0409 1.021,0 | 2.0249 | 1.013,0 |19
256,1 T+80 | 1.983.9 9925 1.967.9 9844 |15
355,1 ¥ 1.802,9 901.9 1.786.9 8939 |17
4122 G 1.703.8 8524 1.687.8 8444 |16
549,2 2746 H 1.646,8 8239 1.630.8 8159 15_
662.3 331,2 I 1.509,7 7554 1.493.7 7474 |14
733.3 366.7 A 1.396.7 698.8 1.380.6 6908 |13
830.4_ 415,2 P 1.325.6 663.3 1.309,6 6553 |12
9594 479.7 E 1.228.,6 614.8 1.212,6 606.8 |11 y
1.122,5 561.2 Y 1.099,5 550.3 1.083.5 5423 |10
! | 1.235.6 617.8 L 936.5 468.7 920.4 460,7 |9
12 13056 1.322.6 661,3 S 8234 412,2 8074 4042 |8
13| 1.406.6 14237 | 7118 T 736.3 368.7 7203 | 3607 7
14 | 1.463.7 1.480.7 7403 G 6353 3182 619.3 3101 6
15| 15917 | 7964 | 1.608.7 804.4 Q 5783 562.3 5
16 | 1.678.7 '8398 1.695.8 847.9 S 450.2 434,2 4
17| 1.765.8 8834 1.782.8 8914 ) 363.2 3472 3
18| 1.894.8 | 9479 | 1.9118 955.9 E 276.2 260.1 2_
19| 2.0409 | 10210° | 2.058.0 | 1.029.0 K 1471 131.1 1

Figura 8 - Espectro de massas da fragmentacéo do peptideo sintéticdsnteracdo com BAK1 a.
Espectro MS1 da fragmentagéo do peptideo sintéticona@@040 em MALDI-TOF/TOFb. O gréafico
mostra a fragmentacdo do peptideo 2040 triplamente carregadeanihalia correspondéncia dos
fragmentos com os residua@s.tabela de correspondéncia da fragmentacdo consideradémass tipos
de fragmentacé@o. As cores vermelhas azuis e vermeitliesuin o pico encontrado e identificado na
fragmentac@eb e—y, enquanto as cores verdes a fragmentacé®—z. Dados obtidos erScaffold®
Proteome Software

Nesse caso, 0 método monitorou o peptideo triplamentegeaio (3H+), de
modo que a razdm/zdo espectro foi 680,3 e 653,3 para o peptideo fosforilado e néo
fosforilado, respectivamente.

A identificacdo da presenca do peptideo sintético pekwa® ocorre por
estimativa da fragmentacao. A diferenca entre osipeigpicos identificados permite
a primeira identificacdo da sequéncia de amino&cidos dodpeptjue esta sendo
analisado contra um banco de dados de Arabidopsis, permitiasificar de qual
proteina o peptideo encontrado pertence. Porém, no pesseatado, essa sequéncia
contendo esse valor de massa fragmentada sé podesairsiicada se esse peptideo

apresentasse uma fosforilagdo. Na parte inferior ddatadeapresentado que nédo ha
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fosforilagdo em residuos de serina ou treonina da extrdenidarboxiterminal do
peptideo. Embora ndo tenha sido possivel a identificac@a e&a fragmentacdo dos
residuos na extremidade amino, sabe-se que dentre os segiduioestaram somente
treonina poderia apresentar o grupo fosfato na sua caderall Assim, é possivel
afirmar com alta confianca que a fosforilacdo de BAK1 mutigeo sintético ocorre no
residuo T474. Da mesma forma, a fragmentacdo pelo ETD manmeEmitiu a
confirmacédo do resultado uma vez que a analise da fragrerpacmite a liberacéo
das cadeias laterais antes mesmo da fragmentacdaleia geptidica, permitindo a
identificacao do ion fosfato perdido na fragmentacéo docdido fosforilado.

BAK1 atua regulando a autofosforilagdo de Niilvitro

Com base nas informagbes acima, ensaio de fostwilag vitro foram
conduzidos contendo os dominios cinase de NIK1 E BAK1 (KDNIK1 63KKL,
respectivamente) em mesma proporcao. Considerando aggani@s bioquimicas de
cinase das duas proteinas e que é comprovado pela capacidadefosforilacaan
vitro de NIK1, estabeleceu-se a relacdo de taxa de fostwilap peptideo alvo
considerando tanto ele fosforilado quanto ndo fosforifgta dois principais peptideos
de NIK1: LLDHQDSHVTTAVR e GIVGHIAPEYLSTGQSSEK para monitorar

residuo de treonina 469 e treonina 474, respectivamente.

frtens,

1z 12 16 18 20 Time fmin]
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3 NIKI+BAK1+ATP
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Figura 9 — Cromatograma extraido para os ions fosforilados e ndo fosfteidos para os pepetideos
LLDHQDSHVTTAVR e GTVGHIAPEYLSTGQSSEK . A area sobre o gréfico permite estimar a
abundancia em solucéo do peptideo no ensaio de fosfordagpd® esta sendo detectado pelo sistamna.
Cromatogramas do ensaio de fosforilacdo de KDNIK1 (acima)acproteina purificada comparado com

a proteina purificada apenas (abaim)Cromatograma das interagdes de KDNIK1 e KDBAK1 a partir
de ensaio de fosforilacdo (acima) e sem ensaio de fegfoilsubmetidas ao mesmo tempo de tratamento

(abaixo).

O cromatograma obtido permite a visualizacdo através dmtdmretencéo e a
identificacdo de cada peptideo que esta sendo monitorado, sessieepestabelecer
essa taxa através da integral da area do pico. Comeipriralvo, buscou-se o
monitoramento e verificacdo da alteracdo da fosfoolagginforme o resultado obtido
com o0 peptideo sintético, ou seja, no residuo T474 no peptideo
(GTVGHIAPEYLSTGQSSEK) (Figura 9). Como observado acima,lacée entre os
picos fosforilado e ndo fosforilado bastante préxinwmsmn tempo de retencdo 17.3 e
18.1 minutos, respectivamente, torna-se bastante acentuato qgeatem somente a
proteina KDNIK1, confirmando a autofosforilacdo de NIK1 (FigBa, panel de cima)
Porém os valores parecem alterados quando na presenfBa&«K (Figura 9b) onde
0 pico do peptideo fosforilado € extremamente baixocamdio que na presenca do
ATP, BAK1 parece controlar a autofosforilacdo de NIK1.

No outro tempo de retencdo monitorado 14.4 e 14.9 minutosseotambém, a

reducéo da fosforilacdo do peptideo em T469 no peptideo LLDHQDSAVR ,onde
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€ possivel visualizar que a diferenca entre os picoastatte sutil na auséncia de
tampéo de fosforilacdo e maior na situacdo em que KDNMIKDBAK1 estdo juntos
na presenca de ATP. Através da area do gréfico foiy@sstimar a relacdo entre as

abundancias relativas, apresentada nas tabelas 1 e 2.

Tabela 2 - Relagdo entre pico do peptideo fosforilado e fo&forilado para o peptideo
LLDHQDSHVTTAVR.

Taxa de fosforilacéo - Relacdo entre pico fosforiladéefosforilado (%)

NIK1 16,52
NIK1 P 30,72
NIK1+BAK1 23,82
NIK1+BAK1P 9,29

A presenca de ATP aumenta a taxa de fosforilacdo paraceptoe KDNIK1, indicando sua
autofosforilacédo. A presenca de KDBAKI interfere nagtela de fosforilacéo.

Tabela 3 - Relagdo entre pico do peptideo fosforilado e fodforilado para o peptideo
GTVGHIAPEYLSTGQSSEK

Taxa de fosforilacéo - Relacdo entre pico fosforiladéefosforilado (%)

NIK1 2,44
NIK1 P 5,76
NIK1+BAK1 10,24
NIK1+BAK1P 0,34

A presenca de ATP aumenta a taxa de fosforilagdo paraceptoe KDNIK1, indicando sua
autofosforilagdo. A presenca de KDBAKL interfere nas;fela de fosforilacéo.

O fato de KDBAK1 ser um interferente da autofosforilacdo d€1Nh vitro
pode fornecer hipoteses de que esse co-receptor pode interagiKDNIK1 nessa
regido do dominio cinase e atuar regulando a fosforildeddIK1. Esse resultado € o
primeiro indicio de que a regulacéo entre as vias g@sts a begomovirus e o controle
da reposta a PTI pode estar relacionado a interacdocques @ntre dois importantes
receptores reguladores de respostas, sendo necessériaigag&iesde como ocorre 0

controle da ativagcéo de cada via e do desligamento de cag¢oreem cada situacéo.
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NIK1 e NIK1-T474D interagem com BAK1 e FLS2 e regula a formal@Ecomplexo

Por conhecimentos prévios descritos na literatura,-sabgue tanto NIK1
guanto BAK1 e FLS2 sdo proteinas RLKs transmembranas enwwkidgrocessos de
sinalizacdo celular contra agentes infecciosos. BAK1L82Ftém o seu local de
interacdo na membrana, porém essa é uma interacaaddefede ligante (flg22). Os
ensaios de fosforilagdo in vitro sugerem que NIK1 interage BAK1. Para confirmar
as possiveis interacdes entre os referidos receptasesjtiizado o ensaio de
complementacdo de fluorescéncia bimolecular (BiFC), opo@itora, ndo somente
interagdo entre proteinas in vivo, mas também é capae¢ificar a organela
subcelular onde as interacbes ocorrem.

A complementacdo dos fragmentos de YFP fluorescentedprpra mediadas
pela interacdo entre FLS2 e BAK1, ocorreu na membrarsnptica de folhas de N.
benthamiana transfectadas com as constru¢cbes de DNA (HiQuraAlém disso, a
formacdo dos complexos NIK1-FLS2 e NIK1-BAK1 ocorreu inoyiindependente da
orientacdo das fusdes de NIK1, FLS2 e BAK1 (N-terminal eer@inal de YFP), na
auséncia de ligantes e o sinal fluorescente reconstiiidwito superior do que niveis
de background (painéis controles com a combinacéo de fuspestdias com vetores
vazios; Figuras 12 e 13). Coletivamente, estes resultmdficam FLS2 e NIK1
interagem constitutivamente de forma independente de liganiedependente de
fosforilagcdo por parte de FLS2. Similarmente, BAK1 tambéterage com NIK1 de
forma constitutiva e independente de ligante; porém, BAKlndetécapacidade de

fosforilar NIK1 e de interferir com o processo de autafolsicdo de NIK1.
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NIK1-NYFP + FLS2-CYFP NIK1-NYFP + BAK1-CYFP

NIK1-CYFP + FLS2-NYFP NIK1-CYFP + BAKI-NYFP

Figura 10 - NIK1 interage com FLS2 e BAK1 na membrana plasmata. Construcdes de DNA
contendo os genes de interesse fusionados a fragmentdBRIfrom agroinfiltrados em folhas de n.
benthamiana e a fluorescéncia reconstituida analisadanipopscopia de confocah. Interacdo das
fusBes de NIK1 E FLS2 com fragmentos de YFP coexpressabeathamianas apd6s 72 horas da
agroinfiltracdo b. Interacdo das fusdes NIK1 e BAK1 nas construcdes apés 48dweagoinfiltracao.
Barras indicam 20um.

Foi observado que BAK1 apresenta a capacidade de fostdh{ar no residuo
T474. Sabe-se que o mutante de NIK1 com o residuo de treondhificadn para um
residuo de acido aspartico (T474D) apresentando carga negabistante,
mimetizando a proteina NIK1 fosforilada. Dessa forma, idersndo a importancia
desse residuo na ativacdo da resposta a begomovirusiagdvale sua interacdo com
as mesmas proteinas de membrana torna-se necessaria parendimento da
regulacéo frente a diferentes processos. Ensaios d& Bikzando o mutante NIK1-
T474D demonstraram que a formacdo do complexos NIK1-T474D/FLS2Ké- NI
T474D/BAKL, ocorreu in vivo, independente da orientacédo das fusdes de MMLDI FLS2
e BAK1 (N-terminal ou C-terminal de YFP, Figura 11), amiaséncia de ligantes e o sinal
fluorescente reconstituido foi muito superior do que niveibabiground (painéis controles
com a combinacéo de fusdes de proteinas com vetores vaziossHigwed3)jndicando que

a fosforilagdo nesse residuo néo altera a interagéie es receptores na membrana

(Figura 11).

29



NIK1T474D-NYFP + FLS2-CYFP NIK1T474D-NYFP + BAK1-CYFP

NIK1T474D-CYFP + FLS2-NYFP

Figura 11 - O mutante NIK1T474D interage com FLS2 e BAK1l na membranglasmatica.
Construcdes de DNA contendo os genes de interesse fisgore fragmentos de YFP from
agroinfiltrados em folhas de n. benthamiana e a fluanesté&econstituida analisada por microscopia de
confocal.a. Interacdo das fusGes de NIK1T474D E FLS2 coexpressas em bemthsuangds 72 horas da
agroinfiltracdo b. Interacdo das fusdes NIK1T474D e BAK1l nas construcdes apols r48 Ha
agroinfiltracdo. Barras indicam 20um.

NIKI-NYFP + CYFP ) NIK1-T474D-NYFP + CYFP

NIK1-CYFP + NYFP ) ) NIK1-T474D-CYFP + NYFP

Figura 12. Resultados BiFC de controles associados com as Fapd0 e 11
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FLS2-CYFP + NYFP BAKI-NYFP + CYFP

FLS2-NYFP + CYFP BAKI-CYFP + NYFP

Figura 13 — Resultados de BiFC dos controles das construcdes para hagdes associados com as
Figuras 10 e 11As proteinas NIK1, NIK1-T474D, FLS2 e BAK1 foram expressasikaneamente com
0s vetores ndo recombinados com nenhuma construcdou@adias interacdes foi avaliada com o vetor
vazio correspondente.

A interacéo entre os receptores NIK1, BAK1 e Fli&Zonfirmado in vivo por
meio de co-imunoprecipitacdo em protoplastosAdabidopsis thalianaexpressando
NIK1-6HA e transformados para expressar transientenmahtgenes BAK1-FLAG e
FLS2-GFP (Figura 14). Estes resultados demonstraram que iNié&thge com FLS2
ou BAK1 em condi¢cdes normais mas dissocia de ambosceptores na presenca de
flagelina. A fim de verificar se a interacdo de NIK1 conrexeptores BAK1 e FLS2
poderia interferir com a formacdo de um complexo imune ale BAK1 e FLS2,
ensaios de co-imunoprecipitacdo foram realizados em pastopl de Arabidopsis,
superexpressando NIK1 ou silenciados para NIK1 e transfectadosanstrucfes de
DNA para expressao transiente de FLS2 e BAKL1 etiguetado®pitapos comerciais
(Figuras 15a e 15b). Conforme esperado, em protoplastograndsformados com
NIK1-HA (Col-0), a adicao de flagelina promove a formagéaomplexo BAK1-FLS2
para iniciar PTI (Figura 15a). Entretanto, a superexpredsa®dllK1l promove um
decréscimo acentuado na formagédo do complexo FLS2-BAKlidwwor flagelina,
indicando que NIK1 impacta negativamente a formacdo de umlero imune ativo.
Assim, pode-se entender que ativacdo da resposta a PTlrgoelohecimento do

peptideo bacteriano necessita do desligamento de NIK1 pacéat
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Figura 14 — Co-imunoprecipitagdo mostra que NIK1 interage com FLS2 e BAKLl. aO
complexo NIK1-HA/BAK1-FLAG assim como o complexo NIK1-HAI/S2-FLAG reduz st
interacdo na presenca de 100nM de flg22.

Em contraste, em linhagens nocawmikl ha um aumento da formacédo do
complexo de BAK1/FLS2 ja na condicdo néo tratada comlifegyesendo semelhante a
situacdo em Col-0 no tratamento com flagelina (Figura .1H&stes resultados
demonstram a relevanciao deceptor NIK1 no controle da formacdo do complexo

imune ativo BAK1-FLS2 frente a resposta bacteriana.

a BAK1-FLAG / FLS2-GFP b BAK1-HA / FLS2-FLAG

Col-0 NIK1-HA Col-0 nik1
- - &

flagelina22
gell o flagelina22 - & s 4

IP: a-FLAG | . —

WB: a-GFP IP: a-FLAG ! .
WB : a-HA ' '
FLS2

WB: o.GFP | S

WB: a-HA

Input | WB: o-FLAG | il WS e em |SAKT input

WB: a-FLAG

FLS2
WB: a-HA -— | ‘ - — q

Figura 15 - NIK1 se apresenta como regulador negativo da formacéo @omplexo BAK1/FLS2. a.
A formac@o do complexo BAKL/FLS2 é reduzido na presenca deexypessao de NIK1 quando
comparado a Col-0. b. Plantas nocautes de nikl apresentanfonaacdo do complexo BAK1/FLS2

Recentemente, o estudo da ativacéo e desligamento de NIKtal@Edo tanto
em plantas nocautes de fls2 quanto de bakl1-4 no intuitorifieare individualmente o
comportamento de formacdo e desligamento de complexosleRmnstrado que em
nocautes de fls2, a formacdo do complexo de NIK1/BAK1 ndlteéada, em presenca

de flagelina, comparado com as plantas Col-0, em queiflagglomove a dissociacao
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de NIK1 do complexo NIK1-BAK1 (Elizabeth Fontes, comunicaggessoal)
Similarmente, NIK1 n&do se dissocia de FLS2 na auséncA#d. Estes resultados
indicam que a dissociacdo de NIK1 dos receptores imune2 ELBAKL requer a
formagdo do complexo imune ativo FLS2-BAK1 dependente tigelina.
Considerando que foi demonstrado que BAK1 é capaz de fosfolikt e quea
ativacao da cinase BAK1 é dependente da formacdo do cangtigo FLS2-BAK1, é
plausivel propor que a dissociacdo de NIK1 dos receptores BAKIS2 ocorre por
fosforilacdo de NIK1 por BAK1. Coletivamente, estes resigs sugerem que, apesar
da fungédo positiva de NIK1 em imunidade antiviral, NIK1 partiagpao regulador

negativo da imunidade inata antibacteriana em plantas.
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CONCLUSOES

Os resultados dessa investigacdo forneceram evidénciakisioas sobreo
papel de NIK1 como regulador negativo de PTI mediada por BAKKLE2, o que
representa um avango no nosso conhecimento com relagéecanismo responsavel
pela atenuacdo da ativacdo de PRRs que previne a sinalizatggutiva desses
receptores e assimresposta autoimune em plantas. Inicialmente, foi demonstrado que
BAK1 e NIK1 interagem bioquimicamente, uma vez que foi detnaths que BAK1 é
capaz de fosforilain vitro um peptideo que corresponde a sequéncia da alca de ativacao
de NIK1. Além disso, BAK1 interfere com a atividade de aufofdagcédo de NIK1.
Foi também demonstrado que, sob condi¢cdes normais, Ni&hage constitutivamente
com FLS2 e BAKI, controlando a associagcao entre esteptores e assim inibindo a
ativacdo de PTI. Finalmente, dissociacdo de NIK1 dospt@es BAK1l e FLS2
depende de tratamento com flagelina, confirmando que flageliomope uma
mudanca no equilibrio entre os complexos de receptorem con determinante de
ativacdo da respostenune antibacterianaEntretanto, ndo se sabe se NIK1-FLS2 e
NIK1-BAK1 age como complexos inibidores multiplos ou céerps separados, 0 que
constitui um questionamento a ser explorado como diregéca.

Baseado nos resultados dessa investigacdo associadopreoedentes na
literatura, é proposto um modelo para o0 mecanismo de coméaicauzada entre a via
de sinalizacdo antiviral mediada por NIKlo sistema de imunidade antibacteriana
(Figure 16). Na auséncia de infeccéo viral e bacterianal W8manece ligado a FLS2
e BAK1, prevenindo a ativacdo de uma resposta autoinAtague por pseudomonas
promove a associacao de flagelina com FLS2, o que aesultecrutamento de BAK1
em um complexo imune que ativa PTI. NIK1 controla anfigdo do complexo FLS2-
BAK1, uma vez que a eficiéncia de formacdo do complexo emdepende da
concentracdo basal de NIK1. Ativacdo da respostme € principalmente devid®
formacdo do complexo BAK1-FLS2 estimulado por flagelparque a dissociacdo de
NIK1 de BAK1 ou de FLS2 requer a presenca do outro parceiro nddizacao.
Portanto, a dissociacao de NIK1 depende da formdg&omplexo imune BAK1-FLS2
ativado que deve promover a fosforilacdo de NIK1. Congestemm esta interpretacao
foi demonstrado que BAK1, mas nao FLS2, é capaz de fasfdiIK1 in vitro. Na

presenca de infeccdo viral NIK1 homodimeriza ou heterodimgraza transduzir um
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sinal antiviral que culmina com a supressdo de traducéo gshanRNAs do

hospedeiro e virais, resultando em uma estratégia deadedesra virus de DNA em
células vegetais Este modelo implica que a infeccdo bacteriana prévia jpolileerar

NIK1 fosforilado na posicéo 474 e, consequentemente, atimarrasposta antiviral de
defesa na planta, comprometendo a infec¢do viral pasteli foi demonstrado
previamente que a infeccdo com fungo protege a plantaacoriéccao de virus de
RNA por ativar PTI (Iriti and Varoni, 2014). Nesta invest@i@¢cé proposta que a
infeccdo com bactéria poderia proteger a planta comfeacdo por begomovirus, um
grupo de virus constituido de DNA cadeia simples, que infecta wndegvariedade de
culturas agronomicamente relevantes e constitui wma $mitacdo a produtividade

agricola e seguranca alimentar mundialmente.

’? Virus infection N FLS2 g ' ool
. ¢ - ‘ ‘A\:_, - "‘:l
NIK1 * BINIKI s B Ik Tk
: S BAKI ; =
- \ - 2\\) -
\ | l
» l. " ql. ® L]
Sinalizacao antl\lllral mediada Imunidade desencadeada
por NIK1 por patégeno (PTI)

Figura 16 — Modelo da regulacao inversa da resposta imune antibacteriana etasiral de NIK1 . Em
condigbes normais, NIK1 interage com FLS2 e BAK1 regulandoomplexo na prevencdo de
autoimunidade. Apds o tratamento com flagelina, é forntadomplexo heterodimérico BAK1/FLS2
ativando a via de sinalizacdo de imune desencadeadatdgepo (PTI) e NIK1 é desligada de ambas.
Por outro lado, a infeccé@o por virus promove a formagiom complexo com a propria NIK1 ou com

outra proteina ainda desconhecida, levando a ativacéia de sinalizacdo antiviral mediada por NIK1.
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