RAQUEL GOMES RODRIGUES

REDUNDANCIA FUNCIONAL DOS RECEPTORES NIK1 E NIK2 NA IMUNIDADE
ANTIVIRAL

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdo em Genética e Melhoramento,
para obtencdo do titulo de Magister Scientiae.

Orientadora: Elizabeth Batista Pacheco Fontes

Coorientador: Humberto Josué de Oliveira Ramos
Pedro Augusto Braga dos Reis

VICOSA - MINAS GERAIS
2024



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

R696r
2024

Rodrigues, Raquel Gomes, 1994-
Redundancia funcional dos receptores NIK1 e NIK2 na

imunidade antiviral / Raquel Gomes Rodrigues. — Vicosa, MG,
2024.

1 dissertagdo eletronica (45 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Geral, 2024.

Referéncias bibliogréficas: f. 41-45.

DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2024.645

Modo de acesso: World Wide Web.

1. Begomovirus. 2. Virus de plantas. 3. Proteinas -
Transporte. 4. Quinases. 1. Fontes, Elizabeth Pacheco Batista,
1957-. II. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Biologia Geral. Programa de P6s-Graduagao em Genética e
Melhoramento. III. Titulo.

CDD 22. ed. 579.28

Bibliotecdrio(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




RAQUEL GOMES RODRIGUES

REDUNDANCIA FUNCIONAL DOS RECEPTORES NIK1 E NIK2 NA IMUNIDADE
ANTIVIRAL

Dissertagiio apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
Pés-Graduagio em Genética e Melhoramento,
para obtengdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 28 de fevereiro de 2024,

Assentimento:

DJ mmaz-\ @umm Q ot o uS

Raquel Gomes Rodrigues ~
Autor

Documento sssinada diptabmente

Verifique em hinps:/fvalidar it gos be

Elizabeth Batista Pacheco Fontes
Orientadora



AGRADECIMENTOS

A Deus, por toda for¢a concedida.

Aos meus pais, que sempre apoiaram meus sonhos e me deram forga para estar aqui.

A minha orientadora, Elizabeth Batista Pacheco Fontes, pela orientacio e incentivo
nesta longa caminhada.

A toda equipe do Laboratério de Biologia Molecular de Plantas (LBMP) e,
principalmente, aos meus colegas de laboratério, Marco Aurélio, Sdmera Breves, Fellipe
Sampaio, Rafinha Bastos e Vivian Sodré.

A minha amiga Marcia Helena Esteves, pelo apoio e amizade sempre.

A Universidade Federal de Vicosa, pela oportunidade de realizar a ps-graduagio e ao
programa de Genética e Melhoramento, por todo aprendizado.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal e Nivel Superior — CAPES Brasil-,
FAPEMIG e FINEP pelos recursos que possibilitaram realizar todo este projeto.



RESUMO

RODRIGUES, Raquel Gomes. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2024.
Redundancia funcional de NIK1 e NIK2 na imunidade antiviral. Orientadora: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes. Coorientadores: Humberto Josué de Oliveira Ramos e Pedro Augusto
Braga dos Reis.

Devido a relevancia da subfamilia II de receptores do tipo quinase ricos em repeticdes em
leucina (LRRII-RLK), hd um interesse crescente na elucidacdo da funcdo de proteinas dessa
subfamilia, pois atuam como correceptores de vdrias vias de sinalizacdo celular. NIK1
“NUCLEAR SHUTTLE PROTEIN (NSP)-INTERACTING KINASE 1”7 pertence a esta
subfamilia e foi identificada por interagir com a proteina de begomovirus, NSP. NIK1
demonstra atividade antiviral e atua como correceptor em uma via de sinalizacdo antiviral,
ativada por begomovirus, estando mais relacionado a NIK2. Para determinar se NIK2 e NIK1
sdo funcionalmente redundantes na imunidade antiviral, foi realizada inicialmente uma analise
filogenética da subfamilia LRRII-RLK, utilizando proteinas de 100 espécies de plantas. As
LRRII-RLKs foram divididas em cinco clados principais com alto grau de estabilidade.
Consistente com a hipétese de redundéncia funcional, NIK1 e NIK2 foram agrupadas juntas,
designando o clado como NIK e demonstrando alta conservacdo de sequéncia. Ensaios de
infec¢do viral, utilizando os nocautes simples nikl-1 e nik2-1 e o nocaute duplo nikl-1/nik2-1,
forneceram evidéncias de que, similar a NIK1, NIK2 estd envolvida em resisténcia contra
begomovirus. A inativagdo de NIK2 aumentou a suscetibilidade ao begomovirus cabbage leaf
curl virus (CabLCV), com sintomas mais severos e acimulo do DNA viral superior aqueles
exibidos por Col-0, embora similares a nik/-1. No mutante duplo nikl-1/nik2-1, o fenétipo de
suscetibilidade aumentada foi acentuado e a carga viral foi ainda maior do que nos mutantes
simples. Coletivamente estes resultados indicam que NIK2 atua na imunidade antiviral de
maneira similar a NIK1. Para confirmar que NIK1 e NIK2 compartilham a mesma via de
sinalizacdo antiviral, foi avaliado se padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs)
virais, dcidos nucléicos derivados de begomovirus, induziriam a mesma via de sinalizacao
antiviral nos nocautes. A ativacdo da via de sinalizacdo de NIK1 foi monitorada por meio de
determina¢do da repressdo de genes marcadores da referida via de sinalizacdo. Tanto RNA
quanto DNA preparados de plantas infectadas induziram a repressdo dos genes marcadores em
nikl-1 e nik2-1, embora em niveis inferiores a Col-0. Estes resultados confirmaram que NIK1
e NIK2 participam da mesma via de sinaliza¢do antiviral mediada por NIK1/NIK2. Também
foi avaliado se o genoma do virus funcionava como PAMP viral. Para isso, DNA-A de CabLCV
foi purificado de Escherichia coli e o fragmento do genoma contendo a regido intergénica foram
usados para tratamento dos nocautes e Col-0. Ambos os DNAs funcionaram como PAMPs
virais e ativaram a via de sinalizac¢do antiviral de NIK1/NIK2. Devido a facilidade de producao
da regido intergénica em altas quantidades, estas PAMPs poderdo ser utilizadas em escrutinios
para identificar possiveis receptores sensores desses padroes moleculares (PRRs antivirais).

Palavras-chave: Redundancia funcional. Receptores. Imunidade antiviral.



ABSTRACT

RODRIGUES, Raquel Gomes. Universidade Federal de Vigosa, February, 2024. Functional
Redundancy of NIK1 and NIK2 receptors in the antiviral immunity. Adviser: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes. Co-advisers: Humberto Josué de Oliveira Ramos e Pedro Augusto
Braga dos Reis.

Due to the relevance of subfamily II of leucine repeat-rich kinase receptors (LRRII-RLK), there
is a growing interest in elucidating the function of proteins from this subfamily, as they act as
coreceptors for several cellular signaling pathways. NIK1 [“NUCLEAR SHUTTLE PROTEIN
(NSP)-INTERACTING KINASE 17] belongs to this subfamily and was identified via
interaction with the begomovirus protein NSP. NIK1 demonstrates antiviral activity and acts as
a coreceptor in an antiviral signaling pathway activated by begomovirus and is more related to
NIK2. To determine whether NIK2 and NIK1 are functionally redundant in antiviral immunity,
a phylogenetic analysis of the LRRII-RLK subfamily was initially performed using proteins
from 100 plant species. The LRRII-RLKSs were divided into five main clades with high stability.
Consistent with the functional redundancy hypothesis, NIK1 and NIK?2 were clustered together,
designating the clade as NIK and demonstrating high sequence conservation. Viral infection
assays, using the nikl-1 and nik2-1 single knockouts and the nikl-1/nik2-1 double knockout,
provided evidence that, like NIK1, NIK?2 is involved in resistance against begomoviruses.
Inactivation of NIK2 increased susceptibility to the begomovirus cabbage leaf curl virus
(CabLCV), with more severe symptoms and viral DNA accumulation greater than those
exhibited by Col-0, although similar levels to nikl-1. In the nikl-1/nik2-1 double mutant, the
increased susceptibility phenotype was accentuated, and the viral load was even higher than in
the single mutants. Collectively, these results indicate that NIK2 functions in antiviral immunity
in a similar manner to NIK1. To confirm that NIK1 and NIK2 share the same antiviral signaling
pathway, we evaluated whether viral pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), nucleic
acids derived from begomoviruses, would induce the same antiviral signaling pathway in the
knockouts. The activation of the NIK1 signaling pathway was monitored by determining the
repression of marker genes associated with the signaling pathway. Both RNA and DNA
prepared from infected plants induced repression of marker genes in nik/-1 and nik2-1, although
at lower levels than Col-0. These results confirmed that NIK1 and NIK2 participate in the same
NIK1/NIK2-mediated antiviral signaling pathway. To assess whether the virus genome
functioned as a viral PAMP, CabLCV DNA-B was purified from E. coli, and the genome
fragment containing the intergenic region was used to treat the knockouts and Col-0. Both
DNAs functioned as viral PAMPs and activated the NIK1/NIK2 antiviral signaling pathway.
Due to the ease of producing the intergenic region in high quantities, these PAMPs can be used
in screenings to identify possible antiviral sensing receptors for these molecular patterns
(antiviral PRRs).

Keywords: Functional redundancy. Receptors. Antiviral immunity.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ... ses e sesenens 7
2. REVISAO DE LITERATURA ........coouiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee s 10
2.1  Imunidade Inata em Plantas..........ccccoooiiiiiiiiniiiniiceeeee e 10
2.2 Receptores integrais de membrana do tipo quinase com repeti¢cdes ricas em leucinas
(LRR-RLKSs, LEUCINE-RICH REPEATS, RECEPTOR-LIKE KINASES).......cccccevinienne. 11
2.3 Viade sinalizag¢do antiviral mediada por NIK1 .........ccccoeoviieriiiiniieeeieeeee e 13
24 A familia GemINIVITIAAC ......oouviiiiiiiieiiieieeiee ettt 17
3. MATERIAL E METODOS ......cossriimriimreiimeesseessssessssesssssssessssssssesssssassssesssssssens 20
3.1  Material vegetal e caracterizacdo molecular dos nocautes de nik!l, nik2 e nikl1/2........ 20
32 Purificacdo do virus de cabbage leaf curl virus (CabLCV) ....cccccccooviiiiiinniiiiiieenen. 20
3.3 Ensaio de infeccao em Arabdopsis thAliGna..................c.cocccueevceeinceeenieeiniieeeieesnieens 21
3.4  Extracdo de DNA por método CTAB 2% ......ccoouiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeee e 21
3.5  Extracdo de RNA por TRIZOL ........cooouiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 22
3.6 Amplificacdo e purificacdo dos fragmentos de cabbage leaf curl virus ....................... 22
3.7  Obtencao de cDNA de Arabidopsis thaliana para andlise de expressao génica .......... 23
3.8 Diagnostico da infecg@o viral por PCR convencional .............cooceeiieniiiiiiniineenneen. 24
3.9  Andlise de qPCR para quantificar o acdmulo do DNA viral.........ccccceevcvvevnieennieennen. 24
3.10 Analise de RT-PCR para analise de expressao génica dos genes marcadores da via de
sinalizac@o antiviral mediada por NIKT. ......cccoooiiiiiiiiiiiiiiiee e 24
311 Analise fIlOZENEIICA ...c.eeeiieiiiiiiiieee e 25
4. RESULTADOS E DISCUSSAO.........ccocuiiiiririeiiinieineeieriesiesissiisssiseeeseseesiesiasees 26
4.1 Reconstrucdo filogenética da subfamilia LRRII-RLK em mono e dicotiledoneas ...... 26
4.2 NIK2 participa na imunidade antiviral contra o begomovirus CabLCV ("cabbage leaf
CUTT VITUS" ). c1ttitieeee e ee ettt et ee ettt e e e e e e ee ettt e e e e e eeeeeeeettrsaaseeeaeeeeaaasssasaaeaaeeeaaassssaaseeeaessnannes 29
4.3  Natureza quimica das PAMPs virais elicitoras da via antiviral mediada por NIK1/NIK2
34
5. CONCLUSOES .....cvtiitiiiiiiiiieiieeiesie sttt 40
6. REFERENCIAS ....oooiiiiiiiiiereie ittt sttt sttt 41



1. INTRODUCAO

Como organismos sésseis, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra
patégenos, naturalmente dispersos na natureza. Receptores de superficie celular conhecidos
como PRRs “Pattern Recognition Receptors”, que reconhecem padrdes moleculares de
microorganismo, compdem a primeira camada defesa da planta, sendo conhecida como PTI
“PAMP-triggered immunity” (BJORNS & ZIPFEL, 2021; PRUITT et al., 2021). A PTI € um
tipo de imunidade que confere resisténcia basal contra a maioria dos organismos invasores. O
segundo tipo de imunidade, designada ETI “Effector-trigerred immunity”, é formada por
proteinas de resisténcia (R) que reconhecem especificamente efetores de viruléncia de
patégenos (Avr), desencadeando uma resposta hipersensivel (HR) que, geralmente, resulta em
morte celular programada no local de infec¢dao (VUOUNG et al., 2023).

Os receptores de superficie celular sdo divididos em dois grupos: receptores do tipo
kinase (RLKSs) e receptores do tipo proteina (RLPs) (BOUTROT & ZIPFEL, 2016). Os
receptores do tipo quinase constituem o maior grupo, sendo constituido por mais de 600 RLKs
no genoma de Arabidopsis thaliana. Alguns RLKs funcionam como receptores que percebem
especificos estimulos na superficie celular e outros funcionam como correceptores que
participam da ativacao de receptores especificos de sinais. Estruturalmente, sdo compostos por
um dominio extracelular (ectodominio) divergente, um dominio transmembrana e uma por¢ao
intracelular com dominio de quinase do tipo serina/treonina. Apesar de terem estrutura
semelhante as LRR-RLKs, os receptores RLPs nao possuem o dominio de quinase
citoplasmatico e, por isso, geralmente associam-se a correceptores, como BAKI
“BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1-ASSOCIATED KINASE 17, para que ocorra a
transduc¢do do sinal (CHO et al., 2022).

A superfamilia RLK € subdividida em familias de acordo com a conservagdo do
dominio de kinase e a natureza estrutural do ectodominio. A maior familia (> 200 membros),
designada LRR-RLKSs, contém repeticdes ricas de leucina (LRR) no ectodominio, sendo
filogeneticamente subdividida em 13 subfamilias (I-XIII), variando em nimero de LRRs no
ectodominio. Filogeneticamente a subfamilia II de LRR-RLKSs, caracterizada pela presenga de
cinco LRRs no ectodominio, € representada por 13 membros em Arabidopsis, apresentando
dois clusters de receptores intimamente relacionados, o grupo de SERKs “SOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE’ e NIKs “NSP-INTERACTING KINASE 17,

além de um terceiro cluster de proteinas cujas funcdes sdo desconhecidas, LRRIIc
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(SAKAMOTO et al., 2012). Foi demonstrado que a proteina de NSP “NUCLEAR SHUTTLE
PROTEIN” de begomovirus € capaz de interagir in vitro e in vivo com alguns membros da
subfamilia LRRII-RLK, designados NIK1, NIK2 e NIK3. Esses trés membros foram descritos
inicialmente por serem quinases de Ser/Thr com propriedades de sinalizacdo de receptor que
mediam a resposta de defesa antiviral (FONTES et al., 2004).

Mais recentemente, NIK1 foi descrito como um “hub” central de sinalizacdo que
coordena repostas moleculares de natureza bidtica e abidtica, permitindo a miltipla integracdo
de sinais por meio de complexos de receptores/correceptores distintos (FONTES et al., 2023;
TEIXEIRA et al., 2023). Por outro lado, foi observado que NIK3 atua como correceptor de
outras LRR-RLKs como CLAVATAI, CLAVATA2 e RPK2 (HU et al., 2018). Estes
resultados corroboram com a andlise filogenética dos membros da subfamilia LRRII-RLK
realizada tanto em tomateiro quanto em Arabidopsis de maneira que NIK1 e NIK2 foram
agrupados em ramos proximos e distantes de NIK3, que se agrupou com outras RKLs
(SAKOMOTO et al., 2012). Estes resultados sugerem que NIK1 e NIK2 sdo pardlogos,
levantando a hipétese de que NIK2 poderia estar envolvida na imunidade antiviral,
similarmente a NIK1, embora resultados contrastantes tenham sido reportados (FONTES et al.,
2004; ZORZATTO et al., 2015; GOUVEIA et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2019; TEIXEIRA
etal.,2023).

O mecanismo de sinalizacdo antiviral mediada por NIKI sugere que, apds o
reconhecimento do estimulo por um receptor especifico, o dominio LRR extracelular desse
receptor induz oligomerizagdao com NIK1, aproximando seus dominios de quinase, que culmina
na fosforilagdo de NIK1 na posicdo treonina 474 dentro da al¢a de ativacdo de quinase
(SANTOS et al., 2010). Esta ativacdo induz a fosforilagdo da proteina ribossomal RPL10 (L.10)
e sua subsequente translocagdo para o nucleo, onde interage com o transfator LIMYB “L10-
INTERACTING MYB DOMAIN-CONTAINING PROTEIN” para reprimir a expressao de genes
relacionados a maquinaria de traduc@o, o que leva a supressao de tradugdo global. Virus de
DNA de plantas ndo conseguem escapar desse mecanismo regulatério de traducio e, portanto,
0 RNA mensageiro viral ndo € traduzido com eficiéncia comprometendo o processo de infec¢cdo
(TEIXEIRA et al., 2019).

NIKT1 foi identificada pela primeira vez como alvo de viruléncia da proteina NSP de
begomovirus (FONTES et al., 2004). Begomovirus constituem o maior género que pertence a
familia Geminiviridae. Esta familia compreende virus de particula icosaédrica geminada com
DNA fita simples, que apds a infeccdo, € direcionado para dentro do nucleo das células

infectadas, onde € convertido em DNA cadeia dupla. Os begomovirus sdao subdivididos em
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monossegmentados, com genoma de uma tnica molécula, ou bissegmentados, com genoma de
duas moléculas (DNA-A e DNA-B), e cada molécula apresenta cerca de 3 kb (FERREIRA et
al.,2021; HANLEY-DOWDOIN et al., 2013; RAMESH et al., 2017).

Adicionalmente, ambos componentes gendmicos (DNA A e B) codificam ORFs (Open
Reading Frames) com orientacdo bidirecional (DEVENDRAN et al., 2022). Begomovirus
monossegmentados codificam seis proteinas conhecidas como REP/C1 “REPLICATION
INITIATOR  PROTEIN”, TrAP/C2  “TRANSACTIVATOR  PROTEIN”, REn/C3
“REPLICATION ENHANCER PROTEIN”, C4, V1/CP “COAT PROTEIN” e V2. Homdlogos
dessas proteinas em bissegmentados sdo codificados pelo componente A (C1/Rep, AC2/TrAP,
AC3/REn, AC4, AV1/CP e AV2). Por sua vez, o componente B codifica duas proteinas
responsaveis pelo movimento intracelular e intercelular do DNA génomico: a proteina de
movimento “MOVEMENT PROTEIN” e a proteina de transporte de nuclear, “NUCLEAR
SHUTTLE PROTEIN” (LUNA & LOZANO-DURAN, 2020).

Por possuirem um potencial de codificagdo limitado, os geminivirus dependem das
proteinas do hospedeiro para que seu ciclo de infec¢do se complete (KUMAR, 2019). As
proteinas dos geminivirus atuam de maneira coordenada para facilitar processos de infec¢cdo
viral como replicagdo, movimento e evasdo do sistema imune das células hospedeiras. Elas
desempenham papéis que sdo cruciais na apropriacdo da maquinaria celular do hospedeiro,
manipulacdo da expressdo génica e regulacdo das vias de sinalizacdo celular (HANLEY-
BOWDOIN et al., 2013; GUPTA et al., 2021). Em relagdo as respostas de sinalizacdo, foi
demonstrado que PAMPs derivados de acidos nucleicos de begomovirus ativam a sinalizacao
celular mediada por NIK1 (TEIXERA et al., 2019). Embora a funcdo de NIK1 na imunidade
viral é muito bem descrita, ndo se sabe a natureza quimica das PAMPs virais que ativam NIK1
e tampouco se NIK?2 € funcionalmente redundante. Os objetivos da presente investigacao foram
elucidar se componentes especificos do virus que podem funcionar como gatilho para ativagcdo
da via de sinaliza¢do de NIK1 e, ainda, elucidar a redundancia funcional de NIK2 como um
correceptor genuino para estas PAMPs.

Neste estudo, plantas de Arabdopsis thaliana do ecétipo selvagem (Col-0) e mutantes
com perda de fung¢do (nikl-1, nik2-1, nikl/nik2-1) foram inoculadas com clones infecciosos de
CabLCV (cabbage leaf curl virus). Foi demonstrado que a suscetibilidade a infec¢do viral foi
aumentada pelo silenciamento duplo de NIK1 e NIK2. Além disso, foi demonstrado que tanto
RNA total ou DNA total de plantas infectadas induziram a repressdo de genes ribossomais
(RPL13 e RPL25). As PAMPs virais resultaram em menor repressao destes genes em nocautes

NIK1 ou NIK2, sendo a regulagcdo negativa totalmente bloqueada no duplo mutante nik1/nik2.
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Importante enfatizar que a sinalizagdo antiviral s foi elicitada em folhas injuriadas por
tratamento abrasivo, confirmando que para que haja infec¢do deve ocorrer injiria mecanica a
fim de que as PAMPs tenham acesso intracelular. Estes resultados indicam que NIK1 e NIK2

exibem redundancia funcional na resposta antiviral, sendo considerados pardlogos verdadeiros.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Imunidade Inata em Plantas

Diferentemente dos mamiferos que possuem um sistema imunoldgico adaptativo, as
plantas dependem da imunidade inata proveniente de sinais fornecidos por cada célula e de
sinais provenientes dos locais de infeccao (JONES & DANGL, 2006). O reconhecimento de
elicitores microbianos ocorre por meio de receptores localizados na superficie celular
designados de PRRs “PATTERN RECOGNITION RECEPTORS” e receptores intracelulares.
PRRs percebem os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) que sdo apresentados
pelo patégeno durante a infec¢ao desencadeando a primeira linha de defesa da planta, designada
imunidade desencadeada por PAMPs (PTI). Os receptores intracelulares reconhecem de uma
maneira especifica efetores liberados intracelularmente pelo patdégeno, engatilhando a segunda
linha de defesa, designada imunidade desencadeada por efetores (ETI). A primeira barreira
contra infeccado composta destas proteinas de membrana promove um tipo de resisténcia basal
contra a maioria dos patégenos ndo adaptados, enquanto a segunda € mais ativa contra
micrébios adaptados (DODDS & RATHIEN, 2010).

Este mecanismo de defesa das plantas durante a invasio de patdgenos ocorre em trés
fases que correspondem a reconhecimento, integracdo de sinais e, por fim, defesa. Durante a
primeira fase, os receptores imunes de superficie percebem padrdes moleculares derivados de
patégenos (PAMPs) ou do préprio hospedeiro “DAMAGE-ASSOCIATED MOLECULAR
PATTEN”. Ultrapassado esse reconhecimento, proteinas de resisténcia R reconhecem efetores
microbianos intracelularmente (WANG et al., 2022). A integracdo de sinais € realizada por
cascatas e vias de sinaliza¢do que ativam eventos como influxo de célcio, ativacao de quinases
ativadas por mitégeno (MAPK), reprogramacao transcricional, como também, sinalizacao de
hormoénios. Todos estes eventos culminam com a defesa, que ocorre em cada compartimento
na célula da planta (WANG et al., 2022). No momento que ocorre a percep¢ao das PAMPs, o
fluxo de fons € alterado na membrana plasmdtica. O aumento do influxo de célcio no citosol

ativa as proteinas quinases que sdo dependentes de célcio (CDPKs) que, por sua vez, fosforilam
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fatores de transcri¢do como, por exemplo, fatores de transcricdo da familia WRKY, de maneira
que a resposta culmina com a reprogramacao transcricional. Como consequéncia, hd um refor¢co
das barreiras extracelulares devido a produg¢do de compostos da parede celular e enzimas
antimicrobianas (COUTO & ZIPFEL, 2016).

A imunidade desencadeada por efetores, caracterizada como ETI, envolve proteinas
de resisténcia R que reconhecem especificamente efetores de cepas microbianas por interacao
direta ou indireta, culminando com a reac¢do de hipersensibilidade (HR). Como resultado da
HR, o fluxo de fons na membrana plasmatica € perturbado, com ativagdo de enzimas de
degradacdo celular, encolhimento do citoplasma, desmontagem do vacutolo e tonoplasto
(GOUVEIA et al., 2017; ROUDAIRE et al., 2021).

Muitos PRRs ja foram bem caracterizados como FLAGELLIN-SENSING 2 (FLS2) e
ELONGATION FACTOR-TU RECEPTOR (EFR), que reconhecem os epitopos bacterianos
flg22 (flagelina) e elf18 (fator de elongagdo Tu) e atuam na regulacido da imunidade bacteriana.
Estes estudos foram importantes para o estabelecimento da sinalizagdo das RKs em plantas e,

como consequéncia, interacdo de ligantes entre receptores e correceptores (DEFALCO &

ZIPFEL, 2021).

2.2 Receptores integrais de membrana do tipo quinase com repeticoes ricas em
leucinas (LRR-RLKSs, LEUCINE-RICH REPEATS, RECEPTOR-LIKE
KINASES).

As quinases de receptor integral de membranas (RLKs, RECEPTOR-LIKE KINASES)
sao fundamentais para a comunicacdo intercelular das plantas visto que percebem sinais e
permitem que as plantas respondam aos diferentes estimulos internos e externos para regulagdo
de crescimento e desenvolvimento (HOSSEINI et al., 2020). Em Arabidospis, RLKs formam
uma grande familia contendo aproximadamente 420 membros com a configuragdo de
receptores com segmento transmembrana unico (TANG; WANG; ZHOU, 2017). Estes
receptores do tipo quinases sdo estruturalmente organizados em um dominio extracelular
divergente no N-terminal, cuja fung@o seria conferir especificidade ao ligante (estimulo),
seguindo de um segmento transmembrana e um dominio citoplasmatico de transdugdo de sinais
que inclui o dominio intramembranar, um dominio de kinase conservado do tipo serina/treonina
e uma regiao C-terminal. Baseado na conserva¢cao do dominio de quinase, estes receptores sao
divididos em diversas classes estruturalmente diferentes quando ao tipo de dominio

extracelular. Diversas RLKs foram descobertas por suas funcdes como percepcdo de
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hormonios, regulagdo de crescimento, desenvolvimento e imunidade de plantas
(CHAKRABORTY et al., 2019).

A classe de RLKs com o ectodominio composto de repeticdes-ricas em leucina
representa a maior classe de RLKs, contendo aproximadamente 200 membros
(CHAKRABORTY et al., 2019). Os LRR-RLKSs sdo proteinas que apresentam em sua estrutura
um dominio extracelular com repeticdes LRR responsavel pela ligacao do ligante, um dominio
de transmembrana com passagem unica, um dominio intracelular e um dominio de quinase
intracelular. Estruturalmente, aproxidamente 22 a 24 aminodcidos de comprimento formam o
dominio LRR, com um nicleo hidrofébico composto de leucinas e outros residuos apolares.
Vérios ectodominios foram caracterizados estruturalmente, porém é o tamanho que define sua
classificacdo visto que o numero de LRRs individuais € consideravelmente varidvel
(HOHMANN; LAU; HOTHORN, 2017). Estes receptores sao classificados em 13 subfamilias
(I to XIII) baseado na organizacdo de LRRs, variando de 3 a 26 repeti¢des.

Outra classe de receptores de superficie € formada pelas RLPs, que apresentam um
ectodominio LRR “LEUCINE-RICH REPEAT”, embora sejam desprovidas de dominio de
quinase citoplasmatico. Frequentemente, estdo associadas a outras proteinas que transmitam os
sinais extracelulares para participarem de uma determinada via de sinalizacdo (CHO et al.,
2023).

O conhecimento estrutural das RLKs fornece informagdo sobre as interacdes entre
receptores € seus respectivos ligantes; complexos de receptores/correceptores € como sao
organizados estruturalmente os dominios de quinases apds sua ativacdo. Esses receptores sao
divididos em dois grandes grupos: ectodominios LRR grande e ectodominios LRR pequenos.

Além de resposta imune, RLKs de ectodominios grandes participam ativamente dos
processos de desenvolvimento das plantas. Um exemplo € o receptor CLV1 em A. thaliana que
esté relacionado a atividade de meristemas. Junto ao peptideo CLV3, atua inibindo a expressao
de um fator de transcricio (WUS), e medeia o controle do meristema floral e o nimero de
orgaos florais. Algumas familias de receptores de membrana ndo s6 atuam na iniciacio e
desenvolvimento de Orgdos, mas também, no desenvolvimento foliar como ERECTA,
reprodutivo como BAM1/2, crescimento e elongacdo como BRI1 (ZHU et al., 2023). Todos
esses processos sao controlados rigidamente em intensidade e durac@o porque estes receptores
estdo sob regulacdo dinamica. A fosforilacio de componentes do complexo de PRR é um
importante evento para ativacdo do receptor. Exemplo € a fosfatase do tipo 2A de Ser/Thr

conhecida como PP2A em A. thaliana, que atua na regulacio negativa de EFR (ELONGATION
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FACTOR-TU RECEPTOR) controlando a fosforilagio de BAKI(TANG; WANG; ZHOU,
2017).

A subfamilia II de LRR-RLKs (LRRII-RLK) € composta por membros com
ectodominios pequenos, ou seja, organizados em quatro repeti¢des ricas de leucina continuas e
completas (LxxLxxLxLxxNxLSGxIPxxLLGx, onde x é residuo ndo conservado) e um LRR
incompleto (FONTES, 2024). Baseado em andlise filogenética, a subfamilia LRRII-RLK
possui trés subgrupos, designado SERK, contendo SERK1-4 e um pseudogene, SERKS; um
subgrupo desconhecido contendo trés membros, e o subgrupo NIK, contendo NIK1, NIK2,
NIK3/CIK1 “CLAVATA3 INSENSITIVE RECPETOR KINASES”, além de CIK2-CIK4
(ZHANG et al., 2006). Baseado no interactoma de receptores do tipo quinase, SERKs e NIKs
sdo considerados "hubs" de interagdes proteina-proteina, influentes na transmissdo de
informacdes nas células vegetais. Entre eles, SERK3, também conhecido como BAKI
“BRASSINOSTEROID INSENSITIVE [-ASSOCIATED KINASE 1” é um dos membros mais
extensivamente estudado e interage com outros grandes ectodominios de LRR-RKs para mediar
a resposta imune, atuando como correceptor para FLS2 “FLAGELLIN SENSING 27
(CHAKRABORTY; NGUYEN, XU, 2019) e em desenvolvimento, como correceptor de BRI1
“BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1” (ZHU et al., 2023).

Quanto ao cluster NIK, NIK1 e NIK2 sdo mais conservados e acredita-se que agem
como pardlogos na resposta imune, enquanto NIK3/CIK1, CIK2 e CIK3 estdo envolvidos na
sinalizacdo por Clavata (HU ez al. 2018). Evidéncias de que NIK1 e NIK?2 sdo pardlogos na
resposta imune foram derivadas de resultados demonstrando o efeito negativo de NIK1 e NIK2
na resposta imune antibacteriana (LI et al., 2019). Entretanto, com relacdo a resposta imune
antiviral, ndo se estabeleceu ainda se NIK2 também participa da via de sinalizagdo antiviral
mediada pelo receptor NIK1. Nesta investigacdo, a participacdo de NIK2 na resposta antiviral

¢ avaliada em maiores detalhes.

2.3 Via de sinalizaciao antiviral mediada por NIK1
A proteina NIK1 foi descoberta como sendo um alvo de viruléncia da proteina NSP de
Begomovirus (FONTES et al., 2004). Os membros da subfamilia NIK foram caracterizados
como sendo receptores de Serina/Treonina capazes de mediar a sinalizacdo antiviral em plantas
e pertencentes a subfamilia LRRII-RLK (FONTES et al., 2004).
NIK1 foi inicialmente isolada de tomateiros e designada como LeNIK (Lycopersicum
esculetum NSP- INTERACTING KINASE) (MARIANO et al., 2004). Posteriormente, foi

demonstrado a interacdo da proteina NSP com o dominio de quinase de proteinas NIKs. Em A.
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thaliana, foi demonstrado que os mutantes nulos de NIK1 e NIK3 sdo mais susceptiveis a
infecc@o por geminivirus (CabLCV) (FONTES et al., 2004). Entretanto, estes resultados tém
sido questionados com a demonstragdo de que NIK1 e NIK2 sao estruturalmente mais
conservados e se agrupam em clusters, separados de NIK3, em estudos de interagdes proteina-
proteina, indicando que provavelmente NIK1 e NIK2 também sejam pardlogos na imunidade
antiviral (LI ef al., 2019), embora ainda ndo comprovado experimentalmente.

Quanto a atividade antiviral de NIK1, foi inicialmente demonstrado que a resposta
antiviral € ativada por meio de fosforilagdo de NIKI1 que modula a resposta subsequente
(FONTES et al., 2004), Figura 1. Progressos na elucidacdo da via antiviral identificaram a
proteina ribossomal RPL10 como um componente a jusante da via de sinalizacdo de NIK1
(CARVALHO et al., 2008). O modo pelo qual NIK1 intermedia a fosforilagdo de RPL10 ¢
devido a sua capacidade de autofosforilacio e transfosforilagdo dos seus dominios de quinase
(SANTOS et al., 2009). Esses estudos conduzidos com mutagdes individuais nos residuos da
alca de ativacao de NIK1 revelaram que o residuo de Treonina-474 é essencial para ativacao do
dominio de quinases e inducdo da fosforilagdo de RPL10 e sua subsequente translocag¢do para
o nucleo para mediagdo da resposta antiviral (SANTOS et al., 2009). Posteriormente, um fator
de transcricdo com dominio MYB (LIMYB) foi evidenciado como um novo componente a
jusante, tendo sido isolado pela sua capacidade de interagir com RPL10 (ZORZATTO et al.,
2015). Em linhagens superexpressando LIMYB, foi observado diminui¢do da expressdo dos
genes relacionados a maquinaria de traducdo do hospedeiro e, ainda, em experimentos de
imunoprecipitagdo de cromatina (ChIP), um fragmento de 150 pb do promotor de L18
apresentou regides de enriquecimento em amostras que foram precipitadas com a tag GPF,
corroborando que LIMYB funciona como uma proteina de ligacdo aos genes de RP in vivo
(ZORZATO et al., 2015).

A proteina NSP de begomovirus se liga a um segmento de 80 aminoacidos (402-502)
na al¢a de ativacdo de NIK1 (FONTES et al., 2004, Figura 1). Essa ligacdo promove restri¢des
estéricas, bloqueando a fosforilacdo em Thr-474 dentro da al¢a de ativagao (A-loop) de NIK1,
culminando com supressao da atividade de quinase deste receptor (GOUVEIA et al., 2017). O
modelo para ativacao da sinalizagdo mediada por NIK1 preconiza que em resposta a infec¢ao
viral (4cidos nucléicos derivados de begomovirus), NIK1 sofre homodimerizacdo ou heterodi-
merizacdo com um receptor desconhecido, promovendo a transfosforilacdo de treonina 474
dentro da alca de ativac@o da quinase (Figura 1). NIK1 ativada, intermedia a fosforilacdo de
RPL10, que por sua vez € redirecionada ao nucleo, onde interage com a LIMYB, e induz a

downregulacdo dos genes relacionados a maquinaria de traducdo. A repressdao prolongada
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desses genes leva a supressdo da traducdo global e, portanto, o mRNA do virus ndo consegue
escapar deste mecanismo de supressdo de traducao do hospedeiro, comprometendo a eficiéncia
da infeccdo viral (Fontes et al., 2021), Figura 1. Contrapondo este mecanismo de defesa, a
proteina viral NSP associa-se ao dominio quinase de NIK1 para inibir a atividade de quinase.
Dessa forma, os begomovirus elevam sua capacidade de patogenicidade em hospedeiros susce-
tiveis pela supressdo da atividade de quinase de NIK1.

Além de sua funcdo antiviral, tem sido demonstrado que NIK1 estd envolvida na
imunidade antibacteriana (LI et al., 2019), Figura 1. Em condi¢des normais, NIK1 associa-se
com FLS2 e BAKI1 para prevenir autoimunidade que poderia afetar o crescimento das plantas.
Durante infec¢do bacteriana, a PAMP bacteriana, flagelina, € reconhecida por FLS2 o que induz
sua dimerizacdo com BAKI1, resultando em transfosforilacao reciproca entre o receptor FLS2
e o correceptor BAKI1 e assim formando um complexo imune ativado para iniciar PTI. BAK1
ativada fosforila NIK1 no residuo essencial Thr-474, levando a ativacao da via de sinalizagcdo
antiviral mediada por NIK1. Consequentemente, infeccdo bacteriana possivelmente induz
resisténcia-mediada por NIK1 a subsequentes infeccdes por begomovirus. Além disso, NIK1
fosforilada interage mais fortemente com o complexo imune FLS2-BAKI, levando a um
controle mais apurado de PTI. Infeccdo por begomovirus antes do ataque bacteriano fornece
NSP, o supressor viral de fosforilagdo de NIK1, o que deve aliviar o efeito negative de NIK1
sobre a ativacdo de PTI, portanto, aumentando a resisténcia do hospedeiro contra bactéria.
Consequentemente, a comunica¢do cruzada entre NIK1 e receptores imunes de PTI pode
prevenir infec¢cdes simultaneas por patégenos diferentes no mesmo hospedeiro, permitindo que

virus e bactérias ativem respostas imunes um contra o outro.
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Figure 1. Interacio da via de sinalizacio mediada por NIK1 com imunidade antibacteriana e supressao pela
proteina NSP. (1) Sob condi¢cdes normais, NIK1 liga ao receptor FLS2 e ao receptor BAKI1 para prevenir
autoimunidade. (2) Durante infec¢fo viral, acidos nucléicos derivados de begomovirus promovem a dimerizagéo
de NIK1 com ele mesmo ou com um receptor desconhecido de reconhecimento de padrdes (PRR), causando as
fosforilagdes sequenciais no residuo Thr-474 para ativacdo de NIK1 e de Thr-469 para modulacdo da atividade.
(3) NIK1 ativado intermedia a fosforilagdo de RPL10 e entdo é redirecionado para o nicleo onde interage com
LIMYB a fim de reprimir a expressdo de genes de proteinas ribossomais (RB) levando a supressdo global de
traducdo. (4) Em células infectadas, os begomovirus sdo desempacotados no citoplasma e o DNA viral cadeia
simples (ssvDNA) ligado a proteina do capsideo (CP) é translocado para o nicleo onde é convertido em DNA
cadeia dupla (dsvDNA) para replicagdo do genoma viral e transcri¢do de genes virais. mRNAs virais ndo podem
escapar do mecanismo de supressdo de tradu¢do mediado por NIK1 comprometendo a infec¢cdo. Em interacdes
compativeis, NSP contrapde este mecanismo antiviral interagindo com a alca de ativacdo de NIK1 para prevenir
fosforilagdo de Thr-474 e consequente ativacdo da via de defesa. (6) Infeccdo bacteriana, por outro lado, apresenta
a PAMP (flg22) bacteriana para o hospedeiro que é reconhecida por FLS2, formando com BAK1 um complexo
imune ativado para iniciar imunidade engatilhada por PAMP (PTI). NIK1 ligada a FLS2-BAKI1 serve como um
substrato para BAK1, sendo entdo fosforilada no residuo Thr-474 ativando o ramo de controle traducional da
imunidade antiviral. Adaptado de Fontes et al., 2021.
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2.4 A familia Geminiviridae

Os geminivirus sdo conhecidos pela sua capacidade de infectar plantas e causarem
grandes prejuizos econdmicos a uma gama de culturas como milho, feijao, tomate, mandioca e
algodao, representando sérios riscos a seguranca alimentar (RIZVI et al., 2014). Geminiviridae
€ considerada uma das mais importantes familias de virus que infectam plantas. Apresentam
genomas circulares de DNA fita simples encapsulados em particulas icosaédricas geminadas e
compreendem o principal grupo de virus que infecta plantas contendo mais de 500 espécies
(FIALLO—OLIVE et al., 2021). Baseado na organiza¢do do genoma, filogenia, hospedeiro e
tipo de inseto vetor, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) classificou a familia
em 14 géneros e, dentre eles, o género Begomovirus se destaca por possuir o maior nimero de
espécies, sendo o mais estudado e de maior relevancia em termos de perdas econdmicas (ZHAN
et al., 2023).

Os genomas dos begomovirus podem ser monossegmentados com apenas um
componente gendmico ou bissegmentado com dois componentes, designados DNA-A e DNA-
B, cada um apresentando aproximadamente 2,5 a 2,7 kb (Figura 2). Cada componente possui
uma regido intergénica (IR) com uma estrutura de grampo contendo uma sequéncia conservada
TAATATTAC que abrange a origem de replicacdo. IR, compartilhada por ambos os
componentes gendmicos, € uma regido altamente conservada de aproximadamente 200 pares
de bases (FONDONG, 2013; Figura 2). Os geminivirus codificam de 6 a 8 proteinas
multifuncionais essenciais para o processo de infeccdo. A proteina de replicagdo (Rep),
codificada pela ORF ACI, desempenha papéis cruciais na replicacdo, transcricdo e
silenciamento génico. A ORF AC2 codifica a proteina TrAP, que atua como supressora de
silenciamento transcricional (TGS) e p6és-transcricional (PTGS), desempenhando também um
papel significativo na transcricdo de genes virais € no desenvolvimento dos sintomas. A
proteina REn (ORF AC3) interage com Rep, otimizando o acimulo de DNA viral. Além disso,
a proteina AC4, encontrada dentro da ORF ACl1, é fundamental na supressao do silenciamento
génico, na regulacdo do ciclo celular e no movimento sistémico viral. A proteina do capsideo,
conhecida como CP e codificada pela ORF AV1, desempenha um papel importante no
empacotamento do genoma viral, na transmiss@o por insetos € no movimento sist€émico célula
a célula no caso de begomovirus monossegmentados. Por fim, a proteina AV2 € um
determinante de patogenicidade. Em conjunto, o DNA-B codifica para duas proteinas
responsaveis pelo transporte de DNA do nucleo para o citoplasma (NSP) e pelo movimento

intercelular via plasmodesmas realizado pela proteina de movimento (ZHAN et al., 2023).
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Figura 2- Organizac¢io do genoma de espécies monossegmentadas (monopartite) e bissegmentadas (bipartite)
do género Begomovirus (Geminiviridae). Os begomoviruses monossegmentados t€ém um tnico componente
gendmico, enquanto os bissegmentados sdo compostos por duas moléculas, designadas DNA-A e DNA-B. As
ORFs (sequencias abertas de leitura) sdo representadas por setas e designadas de acordo com a cadeia de DNA
codificadora (viral senso, V ou complementar senso, C) e para espécies bissegmentadas, a designacdo do DNA
componente, A ou B, precede o nome da ORF. IR € a regido intergé€nica, contendo o sitio de iniciacao de replicagao
(hairpin); LIR, regido intergénica larga; SIR, regido interagénica pequena. CP, proteina do capsideo; MP, proteina
de movimento; REn, proteina intensificadora de replicagc@o; Rep, proteina-associada a replicacio; TrAP, proteina
ativadora transcricional; NSP, proteina de redirecionamento nuclear. Reproduzido de Fontes et al., 2021.

O ciclo de infec¢do se inicia quando o inseto vetor (mosca-branca), contendo o virus,
se alimenta da seiva carregada pelo floema de uma folha saudavel, transmitindo assim o virus
para as células que estdo associadas ao floema (HANLEY-BOWDOIN et al., 2013).
Primeiramente, o virus penetra na célula hospedeira e o ssDNA viral é convertido em DNA fita
dupla com auxilio de fatores do hospedeiro. O dsDNA passa por um processo de duplicagdo
usando o modo de replicacdo conhecido como replicacio por circulo rolante (RCR).
Posteriormente, a proteina de replicacdo (Rep) realiza uma clivagem no DNA viral em um local
especifico para iniciar o RCR. Apds a sintese, novos ssDNA virais poderdo ser convertidos em
dsDNA e usados como molde para a replicacio. Portanto, novas copias serdo produzidas e serdao
empacotadas em virions ou transportados para fora da célula com auxilio da proteina de
movimento. O transporte ocorre via plasmodesmas célula a célula, promovendo a disseminacao
viral a longas distancias (PRADHAN et al., 2017).

Em relacdo ao ciclo celular e ao processo de infec¢do em plantas, os geminivirus sao
excluidos dos meristemas e, por isso, ndo acessam a maquinaria de replicacdo do hospedeiro.
Em contrapartida, eles podem infectar tecidos jovens em processos de endoreduplicagdo,
tecidos de plantas que estdo em processo de desenvolvimento e células parenquimaticas
(HANLEY-BOWDOIN; SETTLAGE; ROBERTSON, 2004). Além disto, os geminivirus

alteram os controles transcricionais do hospedeiro por meio da indu¢do da maquinaria de sintese



19

de DNA através de um regulador-chave conhecido como proteina relacionada ao
retinoblastoma (RBR). A pRBR interage com o fator de transcricao E2F para abolir a expressao
de genes que codificam proteinas de replicacdo do hospedeiro. Algumas proteinas como a Rep
se ligam a pRBR para interferir no complexo RBR-E2F e, como consequéncia, alterar o perfil

transcricional da célula infectada (HANLEY-BOWDOIN et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e caracterizacao molecular dos nocautes de nikl, nik2 e nik1/2

Em todos os experimentos foram utilizadas as linhagens de Arabidopsis thaliana
ecotipo Columbia (Col-0), mutantes nikl-1 (salk_060808), nik2-1 (Salk_044363) (FONTES et
al., 2004), o duplo mutante nikl-1/nik2-1 (L1 et al., 2019), e a linhagem transgénica 35S::NIK1-
HA-7.0 em Col-0. Sementeiras foram crescidas em camara de crescimento a 22°C sob
condi¢cdes de fotoperiodo de 16 horas/luz e, posteriormente, transplantadas para vasos
individuais. Para a caracterizacdo molecular dos nocautes nikl-1, nik2-1 e o duplo mutante
realizou-se a extracdo do DNA gendmico e, posteriormente, foi feita a amplificagdo por PCR
das regides flaqueadoras com primers de cada gene em combinac¢io com os oligonucleotideos

especificos de inser¢do do T-DNA (Tabela 1).

3.2 Isolamento dos componentes gendomicos

Os clones infecciosos pUFV 3367 (1,5 copias do componente A) e pUFV 3368 (1,5
cOpias do componente B), propagados em Escherichia coli, foram incubados por 12 h em 5 mL
de meio LB (Luria Bertani) a 37°C com antibidtico de resisténcia (Ampicilina - 100 mg/mL).
Apos crescimento, as colonias foram centrifugadas por 2 min a 6000 rpm e o sobrenadante
descartado. As células foram ressuspendidas em 200 pL de Tris-HCL 1M, pH 8, contendo
EDTA 0,25 M e incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Logo apos, foram adicionados
NaOH 2M, SDS 1% (p/v), e a mistura incubada por 10 min no gelo, seguida da adi¢do de 200
pL de 4cido acético KOH 5M, para neutralizar a reacdo e a solu¢io incubada novamente por 10
min em gelo. O lisado foi centrifugado por 10 min a 13 000 rpm para remog¢do dos restos
celulares. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi recuperado e transferido para novos
microtubos, e aproximadamente 700 pL de cloroférmio foram adicionados. As amostras foram
homogeneizadas por 30 segundos e centrifugadas por 10 min a 1300 rpm. Apds a centrifugacgao,
o sobrenadante foi transferido para novos microtubos e 700 pL de isopropanol foram
adicionados para precipitacdo de DNA plasmidial. O DNA precipitado foi lavado com etanol
70% e ressuspendido em dgua ultrapura autoclavada, previamente preparada com 10 mg/mL de
RNAse. A concentracdo de DNA foi medida em espectofotdmetro, sendo que 1 uL foi utilizado

para verificacdo da qualidade e integridade por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).
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3.3 Ensaio de infeccao em Arabdopsis thaliana

Utilizou-se os clones infecciosos da espécie Cabbage leaf curl virus, conforme
descrito, sendo inoculadas por biobalistica 12 plantas de cada linhagem, Col-0, nikI-1, nik2-1,
o duplo mutante nikl-1/nik2-1 e a linhagem transgénica 35S::NIK1-HA. Previamente, 60 mg
de tungsténio foi pesado e lavado com 1 mL de etanol 70% e a mistura levada ao vortex sob
agitacdo constante por 15 minutos. Posteriormente, o material foi centrifugado a 15 000 rpm
por 5 min e o etanol descartado. Apds o descarte, 1 mL de dgua destilada estéril foi acrescentada
a amostra e centrifugada por 5000 rpm por 8 min. O passo de lavagem foi repetido 5 vezes até
que as particulas fossem ressuspensas em 1 mL de glicerol 50% (v/v). Em seguida, 70 uL das
particulas de tungsténio foram transferidas para microtubos e, entdo, foram adicionados 7 pL
de DNA plasmidial dos componentes A e B a uma concentracao de 1000 ng/ pL. Adicionaram-
se 50 uL de cloreto de calcio (CaClz) a 2,5 M e as amostras foram homegeneizadas para evitar
precipitacdo. Foram adicionados, em seguida, 20 uL de espermidina 0,1 M e o material foi
deixado em temperatura ambiente por 10 min sob agitacdo lenta em voértex. Logo depois, as
amostras centrifugadas a 14000 rpm por 10 s e o sobrenadante descartado com auxilio de uma
pipeta. O precipitado foi ressuspendido em 200 uL de etanol absoluto e levado em sonicador
de banho por 10 min. As mostras foram centrifugadas novamente e lavadas em etanol 100%
para posteriormente serem centrifugadas novamente a 14000 g por 7 s. O sobrenadante foi
descartado e o pellet resuspenso em 36 uL de etanol absoluto. Foram distribuidos 6 puL de
amostra homogeneizada por membrana, que foram previamente embebidas em etanol absoluto.
As membranas foram levadas e colocadas em bombardeador. No total, foram 12 plantas
bombardeadas com tungsténio contendo os clones infecciosos e 3 plantas de cada linhagem
foram utilizadas como controle e bombardeadas somente com tungsténio sem DNA viral.
Posteriormente ao bombardeamento, os vasos foram aclimatados por 24 h em camara de
crescimento a 22 °C e observado o aparecimento de sintomas a cada 7 dias, por um periodo de

21 dias ap6s inoculacdo.

3.4 Extracao de DNA por método CTAB 2%

Cerca de 100 mg de tecido vegetal bombardeadas com DNA viral e grupo controle
foram previamente pesados e macerados em nitrogénio liquido. Foram adicionados 800 uL do
tampao de extracio CTAB 2% (Tris-HCL 100 mM, EDTA 25 mM, NaCl 20mM, PVP 2%) e
as amostras foram incubadas em banho maria a 65°C por 30 min. Em seguida, foi adicionado
80% do volume total de cloroférmio e o conteudo foi homogeneizado e centrifugado a 13000

rpm por 10 min a 4°C. Coletou-se cerca de 600 uL de sobrenadante e foi adicionado mesmo
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volume (1:1) de isopropanol para precipitacio do DNA. Apds 20 min em gelo, o material foi
centrifugado por 15 min a 15000 rpm e o sobrenadante descartado. O DNA precipitado foi
lavado em etanol 70% (v/v) e, posteriormente, eluido em 30 puL de dgua ultrapura autoclavada
previamente preparada com RNase e, incubadas a 37°C por 10 min. Em seguida, foi verificado
a qualidade e integridade do DNA em gel de agarose 1% (p/v) e quantificado em
espectofotometro (NanoSpec). O DNA total foi utilizado como molde e amplificado com
primers especificos de begomovirus (Tabela 1) para diagnéstico de infeccao via PCR. O DNA
total de plantas infectadas e ndo infectadas, utilizado com finalidade de PAMP viral, foi tratado

com proteinase K a uma concentracio de 20 pg/ml.

3.5 Extracao de RNA por TRIzol

Para obtencdo de RNA total, foram coletados 100 mg de folhas infectadas e ndo
infectadas. As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e, em seguida, adicionaram-se
1000 uL de TRIzol (Invitrogen). Apds 5 minutos em temperatura ambiente, 200 puL de
cloroférmio foram adicionados. Incubou-se o extrato por 5 minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo lenta. Em seguida, o material foi centrifugado a 13000 rpm a 4°C por 10 min para
separacdo de fases. A fase aquosa foi coletada e transferida para novos tubos, onde 500 ul de
isopropanol foram adicionados para precipitacio do RNA. As amostras foram incubadas em
gelo durante 20 min e levadas para centrifugacdo a 13 000 rpm durante 10 min. O sobrenadante
foi descartado e o pellet lavado com etanol 75% (v/v) e as amostras centrifugadas por 9500 rpm
durante 5 min. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e o pellet levado para secagem.
Ap6s secagem, o RNA foi eluido em 30 pL. de 4gua DEPC. Em seguida, as amostras foram
levadas para quantificacao em espectofotometro. Para verificacdo de qualidade e integridade, 1
puL das amostras foi corrido em gel de agarose 1% (p/v). Com finalidade de obten¢dao de PAMPs
virais, 0 RNA foi tratado com DNAse com o kit de DNAse I (Invitrogen), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Em seguida, a remog¢ao de proteinas contaminantes foi realizada

com tratamento de proteinase K (20 pg/uL).

3.6 Amplificacio e purificacio dos fragmentos de genomicos
As regides do genoma de CablCV foram utilizadas como PAMPs virais e amplificadas
por PCR utilizando DNA dos componentes A e B e oligonucleotideos especificos (Tabela 1).
Os resultados das amplificacdes foram avaliados em gel de agarose 1,2 % (p/v), previamente
corado com brometo de etideo. Posteriormente cada banda amplificada foi eluida, e purificada

do gel utilizando o kit Qiaquick® Gel Extraction Kit (250). Os fragmentos amplificados e
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cortados do gel foram eluidos em tampdo QG (tiocianato de guanidina) e as amostras foram
encubadas por 50 °C durante 10 min e levadas ao vortex para homegeneizacdo. Igual volume
de isopropanol foi adicionado e, logo apds, as amostras foram transferidas para a colunas de
retengdo de DNA e levadas por centrifuga¢do por 1 min a 14000 rpm. Em seguida, foram
adicionados 750 uL de tampao PE e novamente centrifugado por 1 min a 14000 rpm. Realizou-
se nova centrifugagdo para retirada de excesso de tampao e o DNA retido na coluna foi eluido
em 30 pL de 4gua morna. Em seguida, a integridade do fragmento purificado foi examinada

por eletroforese (1 uL da solucdo do fragmento purificado) em gel de agarose 1% (p/v).

3.7 Obtencao de cDNA de Arabidopsis thaliana para analise de expressao génica

Com a finalidade de obtencdo de transcritos das folhas que foram submetidas a
tratamento de PAMPs virais, o cDNA foi sintetizado por meio do kit M — MML Reverse
Transcriptase (Invitrogen) utilizando-se oligonucleotides dT como iniciador. Para tanto, o
RNA total foi isolado e tratado com DNAse I e padronizado para 4 000 ng. Foram adicionados
1 pL de oligo-dT e 1 ul de dNTPs as amostras e, em seguida, foram incubadas a 65°C por 5
min. Para a sintese de cDNA, foram adicionados 4 pL de Buffer, 2 uL. de DTT, 1 uL de dgua
DEPC e 1 uLL de MMLYV e a reacdo prosseguiu por 1 hora e 15 min a 37°C e, posteriormente,

por 15 min a 70 °C para inativacdo da transcriptase reversa.

Tabela 1. Lista de primers que foram utilizados para PCR convencional

Primers Sequéncia 5° - 3’ Fragmento amplificado
Salk_06808 nikl RP 5 TGTTGTGTTCATCAGGA 3’ NIK1 posi¢oes 1260 a
1277
Salk_06808 nikl LP 5> GATACACAAGCCCTCTTGCAG 3’ NIK1 posi¢oes 2420 a
2400

Salk_044363 nik2 RP 5> AGAGAAGCTCCAAGCCAAAAC Y
NIK2 posigdes 731 a 751

Salk_044363 nik2 LP 5> CCAAAGAAGAAAACCAAAGCC 3 NIK2 posi¢des 1816 a
1796
Lbb1.3 5" GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 3’ Regido de inser¢do de T-
DNA
PCRcl 5" CTAGCTCAGCATATTTACRARWATGCCA Regido comum do
3 componente B de
begomovirus
PBL1v 2040 5’GCCTCTGACGCACARTGRTKATCTTCAT  Regido comum do
ACAY componente B de

begomovirus
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3.8 Diagnoéstico da infeccao viral por PCR convencional
O DNA gen6mico das amostras coletadas de plantas infectadas e ndo infectadas foi
amplificado com oligonucleotideos especificos do componente B de begomovirus (Tabela 1).
As condicdes de reac@o adotadas foram de 3 min a 94 °C, seguidos de 40 ciclos (45 s a 94°C,
45 s a 54°C e 1 min a 72°C), e posteriormente 10 min a 72 *C. Os produtos da amplificacao

foram analisados em gel de agarose 1% (p/v) para confirmacao da infec¢do viral.

3.9 Anailise de qPCR para quantificar o acimulo do DNA viral

O numero de cépias gendmicas de CabLCV foi determinando a partir de andlise
quantitativa por PCR em tempo real. A reacdo foi realizada no equipamento 7500 Real Time
PCR System (Applied Biossystems), utilizando o kit SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biossystems). As condi¢des de amplificagao foram 95°C por 10 min, 40 ciclos de 94°C por 15
s e 60*C por 1 min. Oligonucleotideos especificos (Tabela 2) foram utilizados para deteccao do
virus e o gene ribossomal 18S de A. thaliana foi utilizado como controle endégeno para
normalizacdo dos dados. A quantificacdo da carga viral foi realizada pelo método Ct: 2°4¢t |
utilizando a curva padrdo de titulagdo do DNA viral para conversdo em numero de copias

genOmicas do componente viral.

3.10 Andlise de RT-PCR para analise de expressao génica dos genes marcadores da
via de sinalizacio antiviral mediada por NIK1.

Para analise de expressao génica por PCR em tempo real foram utilizados 2 pL de
cDNA, 5 uL de Syber e 3 uL de oligonucleotideos especificos para os genes marcadores de
ativacdo da via de sinalizacao de NIK1 (Zorzatto et al., 2015; Teixeira et al., 2023; Tabela 2) e
SYBER Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), conforme as instru¢gdes do fabricante.
Como marcador enddgeno da reacdo foi utilizado o gene de Actina e os primers utilizados foram
listados na Tabela 2. As amostras foram levadas para o termociclador utilizando-se as
condic¢des: 95°C por 10 min, 40 ciclos de 94°C por 15 s e 60 °C por 1 min. A verificacdo da
especificidade dos resultados foi dada por meio de andlise das curvas de dissociagdo dos
oligonucleotideos gerados pelo termociclador e a expressdo génica obtida quantificada por

método Ct: 2°4¢,
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Tabela 2. Lista de primers que foram utilizados para RT-PCR em tempo real.

Primers Sequéncia 5’ - 3’ Gene
qRTActina_fwd 5’ CTTGCACCAAGCAGCATGAA 3’ Actina
qRTActina_rvs 5 AGAATGGAACCACCGATCCA 3’

RPS25_fwd 5" CCGATCGTTACTCCGTCG 3’ RPS25
RPS25_rvs 5" CCGATCGTTACTCCGTCG 3’

qRTSIIOEC1 5" AGCTTATCAACGCAGAGAA 3’ PSIIOEC
qRTPSIIOEC1 5" TTGTTGTCCTAATCCTGCT 3’

RTCALCUVBFWD 5’ GGGCCTGGGCCTGTTAGT 3° CabLCV-DNA-B

RTCALCUVBRYVS 5" ACGGAAGATGGGAGAGGAAGA 3’

3.11 Analise filogenética

Submetendo as sequéncias da familia de LRR- RLK II em Arabidopsis thaliana no
banco de dados publico PLAZA 5.0 (https://doi.org/10.1093/nar/gkab1024) obtiveram-se os
grupos de ort6logos nas dicotiledoneas e monocotiledoneas. Foram recuperadas sequencias de
proteinas de 100 espécies. Para fazer o alinhamento global, utilizou-se o programa mafft
(https://doi.org/10.1093/nar/gkab1024) com o pardmetro automdtico. Para melhorar o
alinhamento, utilizou-se 0 programa Trimal 1.2
(https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btp348). A arvore foi feita com o programa FastTree
2.1 (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0009490) que usa o método da maximo-
verossimilhanga aproximado para gerar as drvores com os valores de suporte gerados pelo

método bootstrap.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reconstrucao filogenética da subfamilia LRRII-RLK em mono e dicotiledoneas

Devido a relevancia da subfamilia LRRII-RLK como correceptores de varias vias de
sinalizacdo em plantas, os membros dessa subfamilia t€ém sido extensivamente estudados em
diferentes espécies de plantas (SHIU et al., 2003; MORRIS et al., 2003; LEHTI-SHIU et al.,
2009; LIU et al., 2009; DAMBROZ et al., 2023). Esses estudos demarcaram filogeneticamente
o clado correspondente a subfamilia LRRII-RLK em Arabidopsis, arroz, soja e feijao por meio
de andlise filogenética da familia RLKs e LRR-RLKSs nestas espécies vegetais. Andlises mais
recentes caracterizaram filogeneticamente a subfamilia LRRII-RLK dividindo-a em clados
relacionados a conservacdo de sequéncias, andlises funcionais e de expressdo génica
(SAKAMOTO et al., 2012, HOSSEINI et al., 2020; FONTES et al., 2024).

Usando as sequéncias derivadas do genoma de tomateiros e Arabidopsis, trés clados
distintos foram descritos para formar a subfamilia monofilética de LRR-LRK II e compreendem
os grupos de NIK, SERK e LRRIIc, cujos membros possuem padrdes de expressdo tecido-
especifico (SAKAMOTO et al., 2012). A familia SERK foi determinada com base na presenca
de 11 éxons que codificam para um dominio de proteina especifico, mas o que caracteriza de
fato estes genes € a presenga de um dominio SPP (rico em serina e prolina) e o dominio C-
terminal (HECHT et al., 2001). Entretanto, foi observado que o dominio SPP nio estd presente
em SERK4 e SERKS (NOLAN et al., 2011) e, consequentemente, foi proposto que as proteinas
NIKs e SERKS ndo poderiam ser separadas estruturalmente. Além disso, NIKs compartilham
algumas semelhangas com as SERKs em processos relacionados a defesa e desenvolvimento
(HE et al., 2018). Foi sugerido que, devido as correspondéncias tanto em estrutura quanto em
funcdo entre esses dois clados, eles ndo poderiam ser segregados com base em desenvolvimento
ou defesa. Ambos contém membros que atuam em ambos 0s processos, levando a considera-
los como uma superfamilia SERK-NIK (NOLAN et al., 2011).

Estudos posteriores, utilizando sequencias para 1342 proteinas anotadas como SERK-
like, para estimar a filogenia dentro da subfamilia LRRII-RLK, reconstruiram cinco clados
(LRRII-RLK 1-5), nos quais se conserva o mesmo padrdo para plantas terrestre, sugerindo que
duplicacdo de genes dessa subfamilia tenha ocorrido antes que as plantas terrestres se

divergissem em linhagens.
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Nesta investigacao, os estudos foram expandidos para incluir sequéncias da subfamilia
LRRII-RLK de 52 espécies de plantas, abrangendo monocotiledoneas e dicotiledoneas, para
reconstru¢do filogenética da subfamilia (Figura 3). Foram identificados cinco clados principais,
com valores de bootstraps variando entre 99% e 79% (Tabela 3 - Anexos). Estes clados sdao
exemplificados na Tabela 3 com membros de tomateiro e Arabidopsis. NIK2, NIK3 e
BAKI1/SERK3 sao representados por duas cépias no genoma de tomateiros, enquanto CIK?2/3
e SERK1/2 sdo representados por uma unica cdpia no genoma de tomateiros, indicando

provavel duplicacdo génica e consequente funcdes redundantes.

SERKA4/5

SERK1/2

CIK2/3

Fonte: Otavio Brustolini, 2024.

Figura 3. Anadlise filogenética da subfamilia II de LRR-RLKs de monocotiledoneas e dicotiledoneas. As
sequéncias deduzidas de proteinas foram recuperadas da plataforma Plaza usando as sequéncias de proteinas de
LRRII-RLKs de Arabidopsis como protdtipos. A arvore filogenética foi reconstruida utilizando Maximo
Verossimilhanga com 1000 bootstraps. Os membros da subfamilia foram agrupados em cinco clados, conforme
descritos na Tabela 3. A contagem bootstrap para cada relacionamento filogenético € indicado na figura.
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A auséncia da fungdo SERK4 no genoma de tomateiros provavelmente é compensada

pela duplicacdo do gene BAKI em tomateiros. De fato, BAK1 e SERK4 funcionam

redundantemente em imunidade de plantas e em desenvolvimento (HE er al., 2018).

Similarmente, SERK1 e SERK2 de Arabidopsis funcionam de forma redundante como

correceptores do receptor EMS1 ("EXCESS MICROSPOROCYTES 1") na diferenciagdo de

anteras além de mediar processos como abscisdo dos 6rgdos florais e esporogénese masculina

e, consequentemente, podem ser representados por uma tnica cépia no genoma de tomateiros

(FONTES et al., 2024).

Tabela 3. Membros da subfamilia LRRII-RLK de Arabidopsis e Tomateiro

Nome

NIK1

NIK2

CIK2

CIK3
NIK3/CIK1

CIK4

TIRK*#*

SERK1

SERK2

BAK1/SERK3

SERK4

Arabidopsis
AT5G16000

AT3G25560

AT2G23950

AT4G30520
AT1G60800

AT5G45780

AT5G65240
AT5G10290

AT5G63710

AT1G71830

AT1G34210

AT4G33430

AT2G13790

AT2G13800

* NSP-INTERACTING KINASE
** CLAVATA 3 INSENSITIVE RECEPTOR KINASE

##* THIOREDOXIN INTERACTING RECEPTOR KINASE

k% SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE

#*k%%% PSEUDOGENE

Tomateiro

Solyc022089550.3

Solyc04g005910.3
Solyc05g010400.3
Solyc07g006110.3
Solyc04g039730.3
Solyc05g005140.4
Solyc02g072310.3

Solyc11g008960.3
Solyc03g078520.4

Solyc05g056370.4

Solyc04072570.3

Solyc10g047140.2
Solyc01g104970.3

Clado

NIK*

CIK**

LRRIIc

SERK /2%

SERK3/4

Bootstrap

90%

79%

99%

86%

81%
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Evolutivamente, os genes NIK1 e NIK2 se agrupam juntos, sendo classificados dentro
do mesmo clado NIK, sugerindo redundéancia funcional com cerca de 82% de sequéncias
conservadas. Por outro lado, NIK3 se encontra em uma posicdo mais distante no ramo
evolutivo, agrupando-se no clado CIK. De fato, NIK3 também foi descrito como CIK1, tendo
sido demonstrado que participa da sinalizacdo de Clavata (envolvendo o peptideo CLV3, o
receptor-like kinase CLV1 e o receptor-like protein CVL2), assim como CIK2 e CIK3,
resultando na manutencdo de meristema apical caulinar (HU et al, 2018). Além disso, foi
demonstrado que NIK3 participa da imunidade antiviral (FONTES et al., 2004).

Quanto ao clado NIK, NIK1 é o membro mais bem caracterizado, participando na
transduc¢@o de um sinal antiviral que culmina na supressdo da tradugdo global, como mecanismo
de protecdo contra begomovirus (FONTES et al., 2021). A ativacdo de NIK1 € induzida pela
presenca de dcidos nucléicos derivados de begomovirus em plantas infectadas, levando a
fosforilacdo de RPL10 e consequente translocacdo para o nicleo, onde forma um complexo
repressor com LIMYB para suprimir a expressdo de genes envolvidos na maquinaria de
traducdo, como mecanismo de controle da tradu¢do de mRNA viral (ZORZATTO et al., 2015).
Além disso, NIK1 regula negativamente a imunidade antibacteriana, interagindo in vivo com o
receptor FLS2 e seu correceptor BAK1 (LI et al., 2019).

Quanto a NIK2, tem sido demonstrado que, juntamente com NIK1, atua na imunidade
antibacteriana (LI el al., 2019), mas ndo participa da imunidade antiviral (FONTES et al.,
2004). Resultados controversos foram obtidos com a demonstracdo de que NIK2 também €
ativado por PAMPs virais, causando a repressdo de genes marcadores da via de sinalizacao
antiviral mediada por NIK1 (TEIXEIRA et al., 2019). Além da conservacdo de sequéncias,
NIK2 se liga a um grupo pequeno de receptores do tipo LRR que também interage com NIK1,
indicando que a NIK1 e NIK2 podem participar de vias de sinalizagdo similares. Portanto,
torna-se relevante resolver estes resultados controversos e examinar se NIK2 atua na imunidade

antiviral.

4.2 NIK2 participa na imunidade antiviral contra o begomovirus CabLCV (cabbage
leaf curl virus)

Foram utilizadas diferentes abordagens complementares para analisar se NIK2 esta
envolvida naresisténcia a infec¢do por begomovirus. Inicialmente foi examinado se a expressao
de NIK2 € induzida pelo virus. Para isso, foram utilizados resultados de RNA-seq de folhas de
Arabidopsis infectadas com CabLCV (ZORZATTO et al., 2015), validados por RT-qPCR de
plantas infectadas a 14 dias pds-inoculagao (Figura 4). Similarmente a NIK1 (ZORZATTO et
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al., 2015), foi demonstrado que a expressdo de NIK2 € induzida pela infec¢do viral. Também
foram identificados nocautes de T-DNA de nikl-1, nik2-1 (FONTES et al., 2004) e duplos
mutantes nikl-1/nik2-1 (LI et al., 2019) a fim de avaliar se a inativagao de NIK2 aumentaria a

suscetibilidade a infec¢ao viral.

mRNA / Actin

Figura 4. O gene NIK2 ¢ induzido durante infec¢io por begomovirus. Plantas de Arabidopsis foram infectadas
com os clones infecciosos DNA-A + DNA-B de CabLLCV por meio de biolistica e os niveis de expressdo de NIK2
e NIK1 foram monitorados por RT-qPCR em folhas sistémicas aos 14 dias apds inoculag¢do. UN indica folhas ndo
infectadas e IN, folhas infectadas. As barras de erro indicam 95% intervalo de confianca.

Col-0, nikl-1, nik2-1, niklI-1/nik2-I1foram inoculados com clones infecciosos de DNA-
A e DNA-B de CabLCV e a infec¢@o foi confirmada por PCR, utilizando oligonucleotideos
especificos do DNA-B do virus, aos 7, 14 e 21 dias apés a infeccdo (Figura 5A).
Oligonucleotideos especificos para o T-DNA e sequéncias flanqueadoras dos genes NIKI e
NIK?2 foram usados para genotipagem dos nocautes (Figuras 5B e 5C). Aos 7 dias poOs-
inoculacdo, o acimulo do DNA viral nas folhas jovens sistémicas era evidente em todas os
gendtipos analisados, conforme detectado pela amplificacdo especifica do fragmento de 500 bp

do DNA-B de CabLCV (Figura 5A).
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P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2 P4 P5P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P1 P2
nik1-1/nik2-1 Col-0 nik2-1 NIK1-HA

P3 P4 P5 P6 P1 P2 P3 P4 P5 P6

NIK1-HA nik1-1
B kbp nik1-1
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Figura 5. Diagndstico baseado em PCR de infecc@o viral e alelos nulos. A. Diagndstico por PCR de infec¢io
viral. Plantas de Arabidopsis foram infectadas com os clones infecciosos DNA-A + DNA-B de CabLCV por meio
de biobalistica e o acimulo do DNA viral foi monitorado por PCR em folhas sistémicas a 7 dias apds inoculacdo
das linhagens Col-0, nikI-1, nik2-1, niki-1/nik2-1. B e C. Genotipagem dos mutantes nikl-I e nik2-1. As plantas
infectadas foram monitoradas quanto a homozigose dos alelos nulos nik/ (B) e nik2 (C), utilizando

oligonucleotideos que anelam no T-DNA e nas regides flanqueadoras dos respectivos genes.
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Mock Infected

Col-0

niik1-1

niik2-1

nik1-1/
nik2-1

Figura 6. Sintomas associados a infec¢io de CabLCV em Col-0, aos 21 dias pés-inoculac¢io. Plantas de
Arabidopsis foram infectadas com os clones infecciosos DNA-A + DNA-B de CabLCV por meio de biolistica e o
actimulo do DNA viral foi monitorado por PCR em folhas sistémicas das linhagens Col-0, nikl-1, nik2-1, nikl-
1/nik2-1. A figura mostra amostras representativas dos referidos genétipos infectados (infected) e ndo infectados
(mock). As figuras a direita sdo closeups da regiao de folhas jovens marcada em vermelho.

Aos 21 dias ap6s bombardeamento todas as linhagens desenvolveram sintomas tipicos
de infeccdo por begomovirus, como amarelecimento das folhas, cloroses e encarquilhamento
das folhas, embora com intensidades diferentes (Figura 6). Foi utilizado um clone de DNA-A
infeccioso atenuado pela remocao da proteina do capsideo o que causou sintomas atenuados na
linhagem Col-0.

Os sintomas observados na linhagem nik2-1, nikl-1 e nikl-1/nik2-1 foram similares,
exibindo encarquilhamento acentuado e distor¢do das folhas jovens na regido do meristema,
além de amarelecimento foliar (Figura 6, veja o aumento da regido meristemadtica caulinar).
Sintomas da doenca foram visivelmente mais severos do que aqueles da linhagem Col-O0,
indicando que a perda de funcdo de NIK2 resultou em aumento de suscetibilidade a

begomovirus, similarmente ao resultado da inativacdo de NIK].



33

Esta interpretacdo foi confirmada por ensaios complementares de quantificagdo da carga
viral nas folhas sistemicamente infectadas aos 14 dias apds a inocula¢do (Figura 7). As
linhagens mutantes nulas nik2-1 e nikl-1 acumularam um nivel superior de DNA viral em
comparac¢do com Col-0, com efeito aditivo para a linhagem mutante duplo nikl-1/nik2-1, ainda
que nikl-1/nik2-1 exibia heterozigose com relacdo aos alelos mutados. Consequentemente, a
perda da funcdo de NIK2 confere maior suscetibilidade a begomovirus, semelhante a NIK1,
indicando que NIK1 e NIK2 s@o pardlogos funcionais na imunidade antiviral contra

begomovirus.

262144
32768
4096
512

64

Genomic Units/ng 18SrRNA
—

0,125

Col-0 nik1-1 nik2-1 nik1-1/2-1 355:NIK1-HA

Figura 7. Quantificacio absoluta das unidades gendomicas em linhagens infectadas. O acimulo do DNA
viral foi determinado por qPCR aos 14 dias pds-inoculacdo. O gene 18SrRNA foi utilizado como normalizador.
As barras de erros representam 95% de intervalo de confianga.

Estudos prévios sdo consistentes com a observagdo de que NIK?2 atua redundantemente
na via de sinalizagcdo antiviral mediada por NIK1 (TEIXEIRA et al., 2019). Nesses estudos,
similarmente a NIK1, foi demonstrado que 4cidos nucléicos derivados de NIK1 e preparados
de plantas infectadas atuam como PAMP virais e induzem a ativagdo de NIK2, levando a
repressdo de genes marcadores associados a via de sinalizagdo antiviral mediada por NIK1
(TEIXEIRA et al., 2019).

Ambos DNA e RNA preparados de plantas infectadas, mas nao de plantas sauddveis,
causaram repressao dos genes marcadores RPLI8 e RPS25 em Col-0. Inativagao de NIK2 em
nik2-1 causou um nivel de repressdo dos genes marcadores menor do que Col-0, mas similar
aquele exibido por nikl-1. No entanto, a repressdo dos genes RPLI8 e RPS25 induzida por

PAMPs virais foi totalmente bloqueada no mutante duplo nikl-1/nik2-1, confirmando que



34

NIK1 e NIK2 sao funcionalmente redundantes e a ativagdo de uma resposta antiviral mediada
por NIK1 por 4cidos nucléicos derivados de begomovirus requer a funcdo de NIK1 ou NIK2.

Em contraste com os resultados desta investigacdo, ensaios de infectividade em alelos
nulos nik2-1 demonstraram previamente que NIK2 ndo estd envolvida na resisténcia contra
begomovirus (FONTES et al., 2004). Foi observado que tanto o nocaute nik2-1 quanto Col-0
apresentaram similar fenétipo de suscetibilidade ao virus. Precedentes na literatura tem
indicado que inser¢des de T-DNA dentro do mesmo locus, mas em posi¢des diferentes, em
linhagens homozigotas exibem variagdes fenotipicas relacionadas a diferentes caracteristicas
(VALENTINE et al., 2012).

No entanto, nesta investiga¢ao, foi usado o mesmo alelo de T-DNA de NIK?2, designado
nik2-1 e caracterizado em FONTES et al. (2004). Ao contrério dos ensaios prévios, o estado de
homozigose dos alelos nulos nik2-1 foi avaliado em todas as plantas infectadas por genotipagem
(Figura 5C). Enquanto todas as plantas nik/-1 apresentaram os alelos mutados em homozigose
(Figura 5B), as plantas nik2-1 constituiram uma mistura de plantas com alelos selvagens em
homozigose, alelos mutantes em homozigose e em heterozigose. Consequentemente, para os
ensaios de acimulo do DNA viral, foram selecionadas apenas plantas com alelos nulos em
homozigose, o que nao foi reportado como sendo o caso em FONTES et al. (2004).

Além disso, os ensaios de infectividade diferiram, sendo que a interpretacdo anterior de
que NIK2 ndo tem atividade antiviral baseou-se apenas na andlise do progresso da infec¢ao em
termos de numeros de plantas infectadas, sem qualquer quantificacdo do acimulo do DNA viral
em nik2-1. Embora a aparente contradi¢do entre os resultados presentes e aqueles de FONTES
et al. (2004) possa ser reconciliada devido a ensaios fenotipicos diferentes e heterogeneidade
dos alelos nulos nik2-1, seria relevante realizar ensaios de complementagdo em nik2-/ para
confirmar que o fendtipo de suscetibilidade aumentada exibida por nik2-1 nesta investigagcdo €

sem duvida devido a perda de fungdo génica de NIK2.

4.3 Natureza quimica das PAMPs virais elicitoras da via antiviral mediada por
NIK1/NIK2
Estudos anteriores relevaram que a via de sinalizalizagdo antiviral mediada por
NIK1/NIK2 ¢é ativada por acidos nucleicos derivados de infec¢do por begomovirus. Foi
demonstrado que RNA ou DNA preparados de plantas infectadas, mas ndo de plantas saudaveis,

induzem a fosforilacdo de NIK1 e consequente repressdo dos genes marcadores da ativagdo da

via antiviral (TEIXEIRA et al., 2023).
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Adicionalmente, foi demonstrado que NIK?2 também participa da via antiviral podendo
substituir funcionalmente NIK1. Como demonstrado anteriormente, tratamento de plantulas
com RNA preparado de plantas infectadas, mas ndo de plantas sauddveis promoveu a repressao
dos genes marcadores, RPS25 e PSIIOEC (TEIXEIRA et al., 2023). Ao contrario, o marcador
UBQ5 ndo promoveu a repressao dos genes em LIMYB (Figura 8). Em mamiferos, RNA de
cadeia dupla provenientes de virus tém sido extensivamente caracterizados como PAMPs virais
capazes de ativarem imunidade inata iniciada pelos receptores Toll-like nos endossomos ou pela
proteina quinase citoplasmdtica de mamiferos ativada por RNA, conhecida como PKR
(BALACHANDRAN et al., 2000).

Na sinalizacdo mediada por silenciamento de RNA, o mecanismo de reconhecimento
de dsRNA pela enzima Dicer é bem caracterizado, em contraste a0 mecanismo de percep¢ao
de dsRNA por PTI antiviral (NIEHL et al., 2016; NIEHL & HEINLEIN, 2019). Tem sido
demonstrado que a PTI induzida dsRNA restringe a progressdo da infeccdo viral ativando
deposicdo de calose nos plasmodesmata e, portanto, limitando o transporte macromolecular
célula-a-célula através desses canais de comunicacao intercelular (HUANG et al., 2023).

Na sinaliza¢do antiviral mediada por NIK1, ndo somente PAMPs virais de RNA, mas
também DNA de plantas infectadas induziu repressdo dos genes marcadores, RPS25 e
PSHIIOEC. Por outro lado, a diminui¢io da expressdo dos genes nao foi observada em uma via
ndo relacionada (UBQS5 — Figura 9). No entanto, a natureza quimica e a origem das PAMPs
virais ndo foram examinadas em detalhes e ainda ndo foi determinado se DNA viral isolado
funciona como PAMP viral ou se ha necessidade de ser ativado por algum mecanismo durante

a infec¢do.
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Figura 8. RNA preparado de plantas infectadas induzem ativacio da via de sinalizacao antiviral
mediada por NIK1/NIK2. Plantulas de Arabidopsis foram tratadas com RNA extraido de plantas infectadas
(INRNA) e de plantas saudaveis (NIRNA). Apéds 1 h de tratamento, RNA total foi extraido e a expressao génica
dos genes marcadores RPS25 e PSIICEO monitorada por RT-qPCR, utilizando actina como normalizador.
Expressio relativa foi calculada pelo método 2-4€T.

Para examinar esta hipétese, DNA-B do clone infeccioso foi preparado de E. coli, e
folhas injuriadas com abrasivo de Arabidopsis Col-0 foram diretamente tratadas com 100 ng
do plasmideo purificado durante 1 h. A ativacdo da via de sinalizacdo antiviral foi realizada
pela analise da repressdo de genes marcadores da via de sinalizacdo (TEIXEIRA et al., 2023).
DNA-A do virus (1.5 copias, repeticdo da origem de replicacdo), propagado em E. coli,
funcionou como PAMP viral, indicando que o genoma do virus por si sé tem propriedades de

PAMP sendo capaz de induzir a ativacdo da sinalizac¢do antiviral por NIK1 (Figura 9).
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Figura 9. DNA derivado de begomovirus agem como PAMPs virais. Plantulas de Arabidopsis Col-0
foram tratadas com DNA extraido de plantas infectadas (InDNA), de plantas sauddveis (UnDNA) e DNA-A de
CabLCV. Apo6s 1 h de tratamento, RNA total foi extraido e a expressdo génica dos genes marcadores RPS25 e
PSIIOCE monitorada por RT-qPCR, utilizando actina como normalizador. Expresséo relativa foi calculada pelo
método 2°4CT,

Com o intuito de mapear regidoes do genoma viral a serem utilizadas como PAMP viral,
a regido intergénica, contendo a origem de replicacdo e uma estrutura de grampo conservada,
foi purificada e utilizada para tratamento de folhas injuriadas de Arabidopsis por 1 h (Figura
10). A regido intergénica exibiu propriedade de PAMP viral e reprimiu a expressao do gene
marcador RPS25. Provavelmente, a presenca de uma estrutura de grampo conservada na regido
intergénica possa ser a caracteristica quimica reconhecida pela planta como DNA estranho,

ativando assim a via de sinalizacdo de defesa. A perda de funcdo de NIK1 ou NIK2 nido
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eliminou totalmente a ativacio da via de sinalizac@o antiviral mediada por NIK1/NIK?2 induzida
pela regido intergénica, corroborando com a interpretacio de que NIK1 e NIK2 agem

redundantemente na via de sinalizagao antiviral.
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Figura 10. A regido intergénica do DNA-B de CabL.CV funciona como PAMP viral. Plantulas de Arabidopsis,
gendétipos Col-0, nikl-1 e nik2-1, foram tratadas com um fragmento amplificado e purificado do DNA-B de
CabLCV, contendo a regido intergé€nica. Apés 1 h de tratamento, RNA total foi extraido e a expressdo génica dos
genes marcadores RPS25 e PSIIOCE monitorada por RT-qPCR, utilizando actina como normalizador. Expressdo
relativa foi calculada pelo método 24T,

Apesar de nesta investigacdo tenha sido demonstrado que fragmentos do genoma viral
possam ser reconhecidos como PAMPs virais que ativam a via de sinalizacdo de NIK1/NIK2,
ainda permanece para ser determinado como o virus, sendo parasita intracelular obrigatdrio sem
acesso ao apoplasto, pode ser percebido por PRRs extracelularmente. As PAMPs virais devem
ser produzidas intracelularmente uma vez que virus sdo parasitas intracelulares. Sabe-se que os
genomas de virus de plantas também ndo alcangam o apoplasto visto que se movimentam entre
células via plasmodesmos. Portanto, PAMPs virais feitas de 4cidos nucléicos dos virus de
plantas devem ser compartimentalizadas intracelularmente, ndo havendo qualquer evidéncia de
que elas possam alcangar o apoplasto para serem detectadas pelo dominio extracelular de
possiveis PRRs (“viral PAMPs recognition receptors”), especificamente sensores de PAMPs
virais. Uma possibilidade seria que estes receptores transmembranas detectem PAMPs virais
através de seus dominios intracelulares, assim PTI antiviral seria ativado por PAMP viral
induzindo dimeriza¢do do receptor com o correceptor NIKI/NIK2 por meio do dominio
quinase. A proteina quinase intracelular de mamiferos ativada por RNA (PKR) sofre
dimerizacdo e ativacdo induzida por dsRNA viral, apés associacdo direta do dsRNA viral

produzido durante a infec¢cdo com seu dominio quinase (BALACHANDRAN et al., 2000).
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Alternativamente, a via de reciclagem microssomal pode fornecer uma rota para
colocalizacdo de NIKs, SERKs e PRRs com as PAMPs virais. Recentemente, foi demonstrado
que o DNA viral de begomovirus é enderecado para os endossomos por meio de interagdes com
as proteinas NIG e NISP (CARVALHO et al., 2008; GOUVEIA- MAGESTE et al., 2021). As
proteinas de movimento (MPs) dos virus de plantas usam a via de reciclagem endocitica para
mover complexos de proteinas virais com DNA viral ou RNA viral para os plasmodesmos e
entdo para propagacao do virus célula-a-célula (LEWIS & LAZAROWITZ, 2010). Também
foi demonstrado que os PRRs das plantas sdo internalizados via endossomas (MBENGUE et
al., 2016). Portanto, a percepg¢ao especifica de um virus por PRRs dependeria da colocalizagdo
de PRRs internalizados em endossomos com o genoma viral também direcionados para os
endossomos por meio da via secretoria.

Consistente com ambas as alternativas, para que acidos nucleicos derivados de virus
ativem a via de sinalizacdo antiviral NIK1/NIK2 € necessario que as folhas sejam danificadas
mecanicamente, fornecendo o acesso intracelular para PAMPs virais. Embora a via de
reciclagem endocitica seja uma hipdtese plausivel para percepcdo do virus pelas PRRs das
plantas, similar aos TLRs (“toll-like receptors’) dos endossomas em mamiferos, nesta rota nao
parece possivel sincronizar a cinética precoce de ativacdo de PTI (resposta primdria de defesa
contra patégenos) com o movimento tardio do virus para as células adjacentes. Apenas com a
identificacdo e caracterizacdo de PRRs virais serd possivel abordar essas possibilidades de

percepg¢do dos virus por RLKs ancorados na membrana plasmatica.
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5. CONCLUSOES

A relevancia da subfamilia II de LRR-RLKSs tem sido expandida consideravelmente com
as descobertas de que algumas proteinas dessa familia formam “hubs” de interagdo proteina-
proteina com alto grau de centralidade. Entre elas, destacam-se BAK1, NIK3 e NIK1, que
funcionam como correceptores, estando entre os mais influentes transmissores de informacao
nas células vegetais. Andlise filogenética dessa subfamilia demonstrou que BAK1, NIK3 e
NIK1 estdo separados em clados distintos, atuando em vias de sinalizacdo diferentes. O clado
NIK foi formado por NIK1 e NIK2 que, apesar de conservados em estrutura e evolugao,
evidéncias controversas ndo permitia classificid-los como pardlogos na imunidade antiviral.
Nesta investigacdo, foram fornecidas diversas linhas de evidéncia indicando a redundancia
funcional entre NIK1 e NIK2 na via de sinalizacdo antiviral. Inicialmente, por meio de uma
reconstruc¢do filogenética da subfamilia LRRII-RLK, utilizando sequé ncias de proteinas de 100
espécies de plantas, demonstrou-se que NIK2 é mais relacionado a NIK1, agrupando-se no
mesmo clado e separadamente de NIK3. Em segundo lugar, ensaios de infec¢do viral utilizando
os nocautes nikl-1, nik2-1 e nikl-1/nik2-1 demonstraram que, em comparacdo com Col-0, a
inativacao de NIK2 aumentou a suscetibilidade ao begomovirus CabLCV a um nivel similar a
suscetibilidade conferida pela perda de funcdo de NIK1, demostrando assim que NIK?2 estd
envolvido na resisténcia contra begomovirus. O nocaute nik2-1 apresentou severidade de
sintomas e carga viral similares a nik/-1 aos 14 dias ap6s inoculacdo. Além disso, o mutante
duplo nikInik2 exibiu um fenétipo de suscetibilidade aumentada mais acentuado do que aquele
das linhagens mutantes simples. O acimulo de DNA viral no duplo mutante foi muito superior
anikl-1 ounik2-1, indicando que um correceptor poderia substituir o outro na via de sinalizacao
antiviral. Finalmente, foi demonstrado que a via de sinalizacdo antiviral foi ativada por PAMPs
virais nos nocautes simples, embora com eficiéncia inferior do que em Col-0. Coletivamente,
estes resultados demonstraram conclusivamente que NIK1 e NIK2 exibem redundancia

funcional na imunidade antiviral em plantas.



41

6. REFERENCIAS

BALACHANDRAN, S.; ROBERTS, P. C.; BROWN, L. E.; TRUONG, H.; PATTNAIK, A.
K.; ARCHER, D. R.; BABER, G. B. Essential role for the dsSRNA dependent protein kinase
PKR in innate immunity to viral infection, Immunity, vol. 13, p. 129-141, 2000.

doi: doi.org/10.1016/s1074-7613(00)00014-5

BJORNSON, M.; ZIPFEL, C. Plant immunity: Crosstalk between plant immune receptors.
Current Biology, vol. 21, p. 796-798, 2021. doi: 10.1016/j.cub.2021.04.080

BOLLER, T.; HE, S.Y. Innate immunity in plants: an arms race between pattern recognition
receptors in plants and effectors in microbial pathogens. Science, vol. 324, p. 742-744, 2009.
doi: 10.1126/science.1171647

COUTO, D; ZIPFEL, C. Regulation of pattern recognition receptor signalling in plants.
Nature Reviews Immunology, vol. 16, p. 537-553, 2016. doi:10.1038/nri.2016.77

CHO, H.; LEE, J.; OH, E. Leucine-rich repeat receptor-like proteins in plants: structure,
function, and signaling. Jornal of plant biology, vol. 66, p. 99-107, 2023. doi:
10.1007/s12374-022-09374-1

CHAKRABORTY, S.; NGUYEN, B.; WASTIL S. D.; XU, G. Plant leucine-rich repeat recep-
tor kinase (lrr-rk): structure, ligand perception, and activation mechanism. Molecules, vol. 24,
p. 1-37, 2019. doi:10.3390/molecules24173081

CHO, H.; LEE, J.; OH, E. Leucine-rich repeat receptor-like proteins in plants: structure,
function, and signaling. Journal of Plant Biology, vol. 66, p. 99-107, 2023.
doi:10.1007/s12374-022-09374-1

DAMBROZ, C. M.; AONO, A. H.; ANDRADE SILVA, E. M.; PEREIRA, W. A. Genome-
wide analysis and characterization of the LRR-RLK gene family provides insights into
anthracnose resistance in common bea. Scientific Reports, vol. 13, p. 13330-13455. doi:
10.1038/s41598-023-40054-3.

DARDICK, C.; CHEN, J.; RITCHER, J. C.; OUYANG, S.; RONALD, P. The rice kinase
database. a phylogenomic database for the rice kinome. Plant Physioly, vol. 143, p. 579-586,
2007. doi: 10.3390/molecules24173081

DEN TOORN, M.A.; ALBRECHT, C.; DE VRIES, S. On the Origin of serks:
Bioinformatics Analysis of the Somatic Embryogenesis Receptor Kinases, Molecular Plant,
vol. 5, p. 762-782, 2025. doi: 10.1016/j.molp.2015.03.015

DEFALCO, T. A.; ZIPFEL, C. Molecular mechanism of early plant pattern-triggered imune
signaling. Molecular Cell, vol. 81, p. 3449-3467, 2021. doi: 10.1016/j.molcel.2021.07.029

DEVENDRAN, R.; NAMGIAL, T.; REDDY, K. K.; KUMAR, M. ZARREN, F.
CHAKRABORTY, S. Insights into the multifunctional roles of geminivirus-encoded
proteins in pathogenesis. Archives of virology, vol. 167, p. 307-326, 2022. doi:
10.1007/s00705-021-05338-x



42

DIEVART, A.; GOTTIN, C.; PERIN, C.; RANWEZ, V.; CHANTRET, N. Origin and diver-
sity of plant receptor-like kinases. Annual Review of Plant Biology, vol. 71, p. 131-156,
2020. doi:10.1146/annurev-arplant-073019-025927

DODDS, P. N.; RATHIJEN, J. Plant immunity: towards na integrated view of plant-pathogen
interactions. Nature, vol. 11, p. 539-548, 2010. doi: /10.1038/nrg2812.

FERREIRA, M. A.; TEIXEIRA, RM.; FONTES, E.P.B. Geminivirus-Host interactions:
action and reaction in receptor-mediated antiviral immunity. Viruses, vol. 13, p. 1-11, 2021.
doi:10.3390/v13050840

FIALLO—OLIVE, E.; NAVAS-CASTILLO, J. The Role of Extensive Recombination in the
Evolution of Geminiviruses. Current Topics in Microbiology and Immunology, p. 139-
166, 2023. doi: 10.1007/978-3-031-15640-3_4

FIALLO-OLIVE, E.; LETT, J. M.; MARTIN, D. P.; ROUMAGNAGC, P.; VARSANI, A_;
ZERBINI, F. M.; NAVAS-CASTILLO, J. ICTV Virus Taxonomy Profile: Geminiviri-
dae 2021. Journal of General Virology, p. 1-2, 2021. doi: 10.1099/jgv.0.001696

FONTES, E. P. B.; SANTOS, A. A.; LUZ, D. F.; WACLAWOVSKY, A.J.; CHORY, J.
The geminivirus nuclear shuttle protein is a virulence factor that suppresses transmembrane
receptor kinase activity. Genes & Development, vol. 18, p. 2545-2256, 2004. doi:
10.1101/gad.1245904

FONTES, E. P. B. SERKSs and NIKs: coreceptors or signaling hubs in a complex crosstalk

between growth and defense?, Plant Biology, vol. 77, p. 1-7, 2024. doi:
https://doi.org/10.1016/}.pbi.2023.102447

FONDONG, V. N. Geminivirus protein structure and function. Molecular Plant Pathology,
vol. 14, p. 635-639, 2013. doi: https://doi.org/10.1111/mpp.12032

GOUVEIA, B. G.; CALIL, I.P; MACHADO, J. P. B.; SANTOS, A. A.; FONTES, E. P. B.
Immune Receptors and Correceptors in Antiviral Innate Immunity in Plantas. Frontiers in
Microbiology, vol. 7, 2017. doi: 10.3389/fmicb.2016.02139

HANLEY-DOWNDOIN, L. SETTLAGE, S.; ROBERTSON, D. Reprogramming plant gene
expression: a prerequisite to geminivirus DNA replication. Molecular Plant Pathology, vol.
5, p. 149-156, 2004. doi: 10.1111/5.1364-3703.2004.00214.x

HANLEY-BOWDOIN, L.; BEJARANO, E. R.; ROBERTSON, D.; MANSOOR, S.
Geminiviruses: masters at redirecting and reprogramming plant processes. Nature Reviews
Microbiology, vol. 11, p. 777-778, 2013. doi: 10.1038/nrmicro3117.

HE, Y.; ZHOU, J.; SHAN, L.; MENG, X. Plant cell surface receptor-mediated signaling — a
common theme amid diversity, Journal of Cell Science, vol. 131, p. 1-11, 2018.
doi:10.1242/jcs.209353


https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.02139
https://doi.org/10.1038/nrmicro3117

43

HU, C.; ZHU,Y.; CUL Y.; CHEN, K.; LIANG, W.; WEIL, Z.; ZHU, M.; YIN, H.; ZENG, L.;
XAIO, Y.; LV, M.; YL, J.; HOU, S.; HE, K.; GOU, X. A group of receptor kinases are essen-
tial for CLAVATA signalling to maintain stem cell Homeostasis. Nature Plants, vol. 4, p.
205-211, 2018. doi: https://10.1038/s41477-018-0123-z

HOHMANN, U.; LAU, K.; HOTHORN, M. The structural basis of ligand perception and sig-
nal activation by receptor kinases. Annual Review of Plant Biology, vol, 68, p. 109-137,
2017. doi: 10.1146/annurev-arplant-042916-040957

HOSSEINI, S.; SCHMIDT, E. D. L,; BAKER, F.T. Leucine-rich repeat receptor like kinase II
phylogenetics reveals five main clades throughtout the plant kingdom. The Plant Journal,
vol. 103, p. 547-560, 2020. doi: 10.1111/tpj.14749

KUMAR, R.V. Plant Antiviral Immunity agains geminiviruses and viral counter-defense for
survival. Frontiers in Microbiology, vol. 10, p. 1-17, 2019. doi: 10.3389/fmicb.2019.01460

JONES, J. D. G.; DANGL, J. L. The plant imune system. Nature, vol. 444, p. 323-329, 2006.
doi: 10.1038/nature05286

LEHTI-SHIU, M. D.; ZOU, C.; HANADA, K.; SHIU, S. H. Evolutionary history and stress
regulation of plant receptor-like kinase/pelle genes. Plant Physioly, vol. 150, p. 12-26, 2009.
doi:10.1016/S1673-8527(08)60153-8

LUNA, A. P; LOZANO-DURA, R. Geminivirus-Encoded Proteins: Not All Positional
Homologs Are Made Equal. Frontiers in Microbiology, vol. 11, 2020. doi:
10.3389/fmicb.2020.00878

LIU, P.; WEI, W.; OUYANG, S.; ZHANG, J. S.; CHEN, J. S.; ZHANG, W. K. Analysis of
expressed receptor-like kinases (RLKSs) in soybean, Journal Genet Genomics, vol. 36, p.
611-619, 2009. doi: https://doi.org/10.1016/s1673-8527(08)60153-8

NAWAZ-UL-REHMAN, M.; FAUQUET, C. M. Evolution of geminiviruses and their sa-
télites, Ferbs Letters, vol. 583, p. 1825-1832, 2009. doi: 10.1016/j.febslet.2009.05.045.

NOLAN, K.E.; KURDYUKOYV, S; ROSE, J.R. Characterisation of the legume SERK-NIK
gene superfamily including splice variants: implications for development and defence, BMC
Plant Biology, vol. 11, p. 1-16, 2011. doi: 10.1186/1471-2229-11-44

MARIANO, A. C. ANDRADE, M. O.; SANTOS, A. A.; CAROLINO, S. M. B.; OLIVEIRA,
M. L.; BACARACT-PEREIRA, M. C.; BROMMMONSHENKEL, S. H.; FONTES, E. P. B.

Identification of a novel receptor-like protein kinase that interacts with a geminivirus nuclear

shuttle protein. Virology, vol. 318, p. 24-31, 2004. doi: 10.1016/j.virol.2003.09.038.

MORRIS, E. R.; WALKER, J. C.: Receptor-like protein kinases: the keys to response,
Current Opinion in Planty Biology, vol. 6, p. 339-342, 2003. doi:
https://doi.org/10.1016/s1369-5266(03)00055-4

PRADHAN, B.; VU, T.; DEY, N.; MUKHERIJEE, S. Molecular Biology of Geminivirus
DNA Replication. Avid Science, p. 1-15, 2017.


https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.00878

44

PRUITT, R. N.; GUST, A. A.; NURNBERGER, T. Plant immunity unified. Nature Plants,
vol. 7, p. 382-383, 2021. doi: https://doi.org/10.1038/s41477-021-00903-3

RAMESH, S. V.; SAHU, P. P.; PRASAD, M.; PRAVEEN, S.; PAPPU, H. R. Geminiviruses
and plant hosts: a closer examination of the molecular Arms race. Viruses, vol. 9, p. 1-21,
2017. doi:10.3390/v9090256

ROCHA, C. S.; SANTOS, A. A.; MACHADO, J. P. B.; FONTES, E. P. B. The ribosomal
protein L10/QM-like protein is a component of the NIK-mediated antiviral signaling. Virol-
ogy, vol. 380, p. 165-169, 2008. doi: https://doi.org/10.1016/j.virol.2008.08.005

ROUDAIRE, T.; HELOIR, M. C.; WENDEHENNE, D.; ZADOROZNY]J, A.; DUBREZ, L.;
POINSSOT, B. Cross Kindom Immunity: The role of imune receptors and downstream
signaling in animal and plant cell death. Frontiers in Microbiology, vol. 11, p. 1-21, 2021.
doi: 10.3389/fimmu.2020.612452

RIZVI, I.; CHOUDHURY, N. R.; TUTEJA, N. Insights into the functional characteristics of
geminivirus rolling-circle replication initiator protein and its interaction with host factors af-
fecting viral DNA replication. Arch Virology, vol. 160, p.375-387, 2015.

doi: 10.1007/s00705-014-2297-7

SANTOS, A. A.; LOPES, K. V. G.; APFTA, J. A. C.; FONTES, E. P. B. NSP-interacting
kinase, NIK: a transducer of plant defence signalling. Journal of Experimental Botany, vol.
61, p.3839-3845, 2010. doi: 10.1093/jxb/erq219

SAKAMOTO, T.; DEGUCHI, M.; BRUSTOLINI, O. J. B.; SANTOS, A. A.; SILVA, F. F;
FONTES, E. P. B. The tomato RLK superfamily: phylogeny and functional predictions about
the role of the LRRII-RLK subfamily in antiviral defense. Plant Biology, vol. 12, p. 1-18, 2012.
doi: https://10.1186/1471-2229-12-229

SHIU, S.H.; BLEECKER, A. B. Receptor-like kinases from Arabidopsis form a monophyletic
gene family related to animal receptor kinases, PNAS, vol. 98, p.10763-10768, 2001. doi:
https://10.1073/pnas.181141598

TEIXEIRA, R. M.; FERREIRA, M. A.; RAIMUNDO, G. A. S.; LORIATO, V. A. P.; REAIS,
P. A. B.; FONTES, E. P. B. Virus perception at the cell surface: revisiting the roles of receptor-

like kinases as viral pattern recognition receptors. Molecular Plant Biology, vol. 20, p. 1196-
1202, 2019. doi: 10 .1111/ mpp.12816

TEIXEIRA, R. M. et al. Coordinated regulation of photosynthesis and translation via
NIK1/RLPI0O/LIMYB signaling module in response to biotic and abiotic stress. 2023. doi:
https://doi.org/10.1101/2023.06.13.544461

TANG, D.; WANG, G.; ZHOU. J. Receptor kinases in plant-pathogen interactions: more than
pattern  recognition. The plant cell, vol. 29, p. 618-637, 2017. doi:
https://doi.org/10.1105/tpc.16.00891

VALENTINE, M. E. et al. Extensive Phenotypic Variation among Allelic T-DNA Inserts in
Arabidopsis thaliana. Plos One, 2012. doi: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0044981



45

WANG, Y. et al. Evasion of plant immunity by microbial pathogens. Nature, vol. 20, p. 449-
464, 2022. doi: https://doi.org/10.1038/s41579-022-00710-3

ZHANG, J. et al. Plant Defense and Viral Counter-Defense during Plant-Geminivirus Interac-
tions, Viruses, vol. 15, p. 1-15, 2023. doi: 10.3390/v15020510

ZHU, Q. et al. Advances in Receptor-like protein kinases in balancing plant growth and stress
responses. Plants, vol. 12, p. 1-20, 2023. doi: https://doi.org/10.3390/plants12030427

ZORZATTO, C. et al. NIK1-mediated translation suppression functions as a plant antiviral
immunity mechanism. Nature, vol. 520, p. 679-682, 2015. doi: 10.1038/nature14171

ZHOU, F.; GUO, Y. QIU, L. Genome-wide identification and evolutionary analysis of
leucine-rich repeat receptor-like protein kinase genes in soybean, BMC Plant Biology, vol. 16,
p-1-13, 2016. doi: https://doi.org/10.1186/s12870-016-0744-1



	e4fbcc0cf5a1962e0b28ba43b98148af6055f494f95f923fd86968116f04345a.pdf
	TESE
	812d6767603b82146c46570dacf9874bd6415a506777a807977a189197fdd80f.pdf

	f45cb4e5ee95fd71a2c81474532441ce830d3536a5b87cff10a34404caf64941.pdf
	e4fbcc0cf5a1962e0b28ba43b98148af6055f494f95f923fd86968116f04345a.pdf

