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RESUMO

FERREIRA, Marco Aurélio, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2016.
NIK1 (Nuclear shuttle protein-interacting kinase), um novo componente da via de
resposta a brassinosteroides.Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.
Coorientadores: Anésia Aparecida dos Santos, Welison Andrade Peidichilito
Deguchi.

O receptor LRR-RLK I(eucine-rich repeat receptor-like kingsedesignado NIK1
(NSP-interacting kinas@sesta envolvido na resposta imunolégica em plantas contra
Germinivirus. NIK1 foi inicialmente descrito por interagir com a proteina viral NSP
(nuclear shuttle protein proteina que participa do transporte de DNA viral do nucleo
para o citoplasma de células infectadas. Com alta similaridade estrutural a NIK1, BAK1
(Brassinosteroid Insensitive Associated Kindseéambém conhecida como SERK3
(Somatic Embryogenesis Receptor Kindsé3um receptor LRR-RLK de membrana

gue desempenha um duplo papel em vias de sinalizacdo, podendo atuar como um
coreceptor de BRI1 na presenca de BR ou mediar respostas de defesa contra patdgenos.
Na via de crescimento desencadeada por brassinosterdides (BRs), BAK1 interage com
BRI1 (Brassinosteroid-insensitivehla membrana plasmatica e ativa a funcdo de cinase
desta proteina. Recentemente, através de dados de RNA-seq, foi demonstrado que
inativacdo da funcdo de NIK1 no nocaumi&l (Salk_060808) induz a expressao de
genes envolvidos na resposta a BRs e desenvolvimento, indicando uma possivel
comunicacao cruzada entre a via de sinalizacdo antiviral mediada por NIK1 e vias de
sinalizacao de desenvolvimento. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar
o papel de NIK1 na via de resposta a BRgmbidopissis thalianalinhagem nik1
nocaute, foi transformada com as construcbes de DNA 35S:BAK-NIK1_GFP e
35S:NIK1-BAK1 GFP, sendo que a expressdo dos transgenes e localizacdo subcelular
na membrana das proteinas quiméricas foram confirmadas por RT-PCR e microscopia
confocal, respectivamente. Analises fenotipicas de plantas expressando as construcdes
quiméricas BAKI1-NIK1 e NIK1-BAK1 indicaram deficiéncia na via de
desenvolvimento induzido por BR, uma vez que o fenétipo destas plantas transgénicas
se assemelharam muito ao mutabék1-4 deficiente na sinalizacdo por BR. Além
disso, a ativagao da via de sinalizagcéo por BRs foi avaliada por meio de crescimento de
hipocotilo e de andlise da expressao de genes marcadores induzidos por brassinolideo

(BL). Em nik1, o tratamento com BL estimulou o crescimento do hipocoétilo e induziu



genes marcadores associados a sinalizacdo por BR, embora em menor intensidade do
que em Col-0, indicando funcionamento da via de desenvolvimento induzida por BR
nesta linhagem nocaute. Expressao de ambas as proteinas quimérmdek reatante,

gue expressa os gerig8K1e BRI1 normalmente, restaurou o fenotipo insensivel a BL,
tipico do nocautebakl-4 Claramente, a expressdo dos genes quiméricos interferiu
negativamente com a via de sinalizagdo de BR, uma vez que nas linhagens transgénicas,
BL n&o estimulou o alongamento do hipocétilo e tampouco a inducdo da expressao de
genes marcadores associados a via de sinalizacdo de BR. Estes resultados indicam que
as proteinas quiméricas atuam como alelos mutantes transdominantes negativos na
sinalizacdo por BR. Esta hipétese foi fundamentada pela capacidade de NIK1 de
interagir com BAK1, conforme previamente demonstrado, e com o dominio cinase de
BRI1, demonstrado nesta investigacao por meio de duplo hibrido em leveduras. Embora
ndo se tenha observado uma ativacdo aumentada da resposta a BR nonildcaute
provavelmente devido a redundancia funcional da subfamilia NIK, os fenotipos
resultantes da expressdo das proteinas quiméricas, contendo ou o dominio LRR ou o
dominio de cinase de NIK1, sugerem que NIK1 atue como um regulador negativo da

sinalizacao por BR.



ABSTRACT

FERREIRA, Marco Aurélio, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 201
(Nuclear shuttle protein-interacting kinasa)new component of the brassinosteroid
response pathway.Adviser. Elizabeth Pacheco Batista Font€n-advisers: Anésia
Aparecida dos Santos, Welison Andrade Pereiraviiadihito Deguchi.

The LRR-RLK (Leucine-rich repeat receptor-like kinase) NIK1 (NSP-interacting
kinase), is known to mediate immune response in plants against Germinivirus. NIK1
was initially described by interacting with the viral protein NSP (Nuclear shuttle
protein), a protein that participates in viral DNA transport from the nucleus to the
cytoplasm of infected cells. With high structural similarity with NIK1, BAK1
(Brassinosteroid Insensitive-Associated Kinasel), also known as SERK3 (Somatic
embryogenesis receptor Kinase3), is a membrane LRR-RLK, which plays a dual role in
signaling pathways and may act as a co-receptor of BRI1 in the presence of
brassinosteroide (BR) or mediate defense responses against pathogens. In the BR-
triggered growth pathway, BAK1 interacts with BRI1 (Brassinosteroid-Insensitivel) in
the plasma membrane and activates the kinase function of this protein. Recently, RNA-
seq data revealed that inactivation of NIK1 function inritkd mutant (Salk_060808),
caused an up-regulation of genes involved in response to BRs and development,
indicating a possible cross-talk between the NIK1-mediated antiviral signaling pathway
and development signaling pathways. The goal of this investigation was to evaluate the
role of NIK1 in the BR response pathwakrabidopissis thaliana, nikline, was
transformed with the DNA constructs 35S:BAK-NIK1_GFP and 35sNIK1-BAK1 GFP,
and the expression of the transgenes and subcellular localization of the chimeric
proteins were confirmed by RT-PCR and confocal microscopy, respectively. BAK1-
NIK1- and NIK1-BAK1-expressing plants displayed a deficiency in the BR-induced
growth pathway, as the phenotypes of these transgenic lines resemble the ones of the
BR signaling deficienbakl-4mutant. Furthermore, the activation of BR signaling was
evaluated through brassinolide (BL)-induced hypocotyl growth and gene expression of
BR signaling-associated marker genes. BL-induced stimulation of hypocotyl elongation
and induction of marker genes were observeaukf, although to a lesser extent than in
Col-0, indicating a functional BR singling in this knockout line. Expression of both
chimeric proteins in thenikl mutant, which harbor8AK1 and BRI1 normal genes,
mimicked the BL insensitive phenotype, typical of thek1-4 knockout. Clearly, the
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expression of the chimeric genes impacted negatively the BR signaling, as in the
transgenic lines, the BL treatment did not stimulated hypocotyl growth or the induction
of BR signaling marker genes. These results indicate that the chimeric proteins function
as transdominant negative mutant alleles in BR signaling. This hypothesis was
substantiated by the capacity of NIK1 to interact with BAK1, as previously
demonstrated, and with the BRI1 kinase domain, as demonstrated in the present
investigation through a two-hybrid assay in yeast. Althoodfl did not display an
enhancement of the BR-induced responses, most likely due to the functional
redundancy of the NIK subfamily, the resulting phenotypes of the chimeric genes
expression, harboring either the NIK1 LRR or kinase domain, implicate NIK1 as a
negative regulator of BR signaling.

vii



INTRODUCAO

Os receptores imunes NIKNclear Shuttle Protein-Interacting Kinagderam
inicialmente identificados como alvos de viruléncia da proteina NBEldar Shuttle
Protein) de begomovirus (Fontest al, 2004, Marianoet al, 2004). NIKs séo
estruturalmente organizados como receptores do tipo cinase (RLKs), contendo um
dominio extracelular com repeticdes de leucina (LRR), seguido de um segmento
transmembrana e um dominio serina/treonina cinase voltado para o citossol (Sakamoto
et al, 2012). Inativacdo do gendlK1l aumenta a susceptibilidade a infeccdo por
begomovirus e ativacao constitutiva de NIK1 confere tolerancia ao virus (Brustolini
al., 2015; Carvalheet al, 2008 Fonte®t al, 2004). Além disso, ligacdo de NSP ao
dominio cinase do receptor NIK1 suprime a atividade cinase e a propagac¢édo do sinal
antiviral, aumentando a patogenicidade do virus ao hospedeiro.

O modelo mecanistico da via de sinalizacdo antiviral mediada por NIK1
preconiza que em reposta a infeccdo viral, NIK1 dimeriza-se possibilitando a trans-
autofosforilagdo de um residuo de treonina chave na posicdo 474, o que causa a ativacao
da cinase (Santost al, 2009; Santoset al, 2010). NIK1 ativado intermedia a
fosforilacdo da proteina ribossomal L10 (RPL10), sendo translocada para o nucleo onde
interage com LIMYB (RPL10nteracting Myb Domain-Containing Protginpara
reprimir a expressao de genes relacionados com a maquinaria de traducéo (@arvalho
al., 2008; Rochat al, 2008; Zorzatet al, 2015). Repressao prolongada desses genes
relacionados com traducdo leva a uma supressao global da traducdo de mRNAs do
hospedeiro e do virus (Brustoliet al, 2015; Zorzattet al, 2015). Consequentemente,
esta supressao global de tradugcdo fundamenta o mecanismo molecular envolvido na
defesa antiviral mediada por NIK1.

A configuracdo de receptor de NIK1 é similar a organizacdo estrutural de
SERKs Somatic Embryogenesis Receptor Kingsesie, como NIKs, pertencem a
subfamilia 1l de RLKs, contendo cinco repeti¢cdes ricas em leucina (LRR) no dominio
extracelular (LRRII-RLK) (Albrenchet al, 2008 Fonteset al, 2004). Esta subfamilia
Il de LRR-RLKs é dividida em (i) untluster de cinco SERKs (SERK1-5), (i) um
cluster de receptores de funcdes desconhecidas e (iiitluster de receptores NIKs
(NIK1-3); (Diévart e Clark, 2004; Fontest al, 2004). Entre SERKs, BAK1
(Brassinosteroid Insensitivel (BRI1)- Associated Kingsethmbém designado

AtSERKS3, é o membro da subfamilia mais bem caracterizado e funciona como um co-
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receptor envolvido tanto em imunidade contra bactérias e fungos quanto em
desenvolvimento. De fato, BAK1 foi inicialmente identificado como co-receptor
modulando a ativacdo do receptor BRI1 dependente da interacdo com brassinosterdide
(BR); (Li et al, 2002; Nam &.i., 2002). O receptor BRI1 percebe e liga ao horménio de
crescimento para regular crescimento e desenvolvimento de plantas. BRs controlam
processos fisiologicos e de desenvolvimento, como alongamento do caule, diferenciacdo
vascular, tamanho da semente, fertilidade, tempo de florescimento, senescéncia e
resisténcia a estresses bioticos e abidticos (Taiz e Zaiger 2013).

Na via de desenvolvimento desencadeada por sinalizacdo a BR, brassinolideo
(BL), o BR mais ativo, se liga ao dominio extracelular de BRI1, que possui
configuragdo de receptor de membrana do tipo LRR-RLKs, contendo 23 repeti¢cdes de
leucinas no dominio extracelular (Li e Chory 1997). Esta associacdo induz a
dimerizacdo de BRI1 com BAK1l (Let al, 2002; Nam e Li, 2002). Reacdes de
transfosforilacdo entre BRI1 e BAK1, induzidas pela presenga do BL, promovem a
fosforilacdo de BSKsBR Signaling Kinases (Tanget al, 2008) que ativam a proteina
BSU1 fosfatase BRI1-Suppressonl (Mora-Garcia et al., 2004). BSUl fosfatase
desfosforila, e, consequentemente, inativa BIRR (nsensitive uma cinase GSK3-

Like que regula negativamente a via de resposta a BR, por meio de degradacao
proteossomal. Isto permite o acumulo dos fatores de transcri¢cdo desfosforilados BZR1 e
BZR2/BES1 no nucleo (Perag al, 2008; Vert e Chory, 2006), e consequentemente a
transativacao de genes relacionados a via de resposta a BR$ 4V,i2005).

Outros membros da subfamilia LRRII-RLK, como BAK7/SERK4 e SERK1
podem atuar regulando positivamente a via de sinaliza¢#i®. BAK7/SERK4 pode
atuar de maneira redundante a BAK1 (Jeengl, 2010). A proteina SERK1 também
interage com BRI1, sendo que o hormdnio esterdide BR age como um intensificador da
estabilidade do complexo BRI1-SERK1, interagindo com ambos (Henzler e Hothorn,
2013 Karlovaet al, 2006; Santiaget al; 2013.

A sinalizacdo a BR esta também sujeita a regulagdo negativa em diversos niveis
para assegurar a especifidade e a extensdo com que a via de sinalizagdo é ativada.
Reguladores negativos da via de sinalizacdo a BR incluem as proteinaBBtK/aig-
Induced Kinasell TTL (Transthyretin-like Proteine a proteina 14-3-3 (Jeomy al,

2010). A proteina BIK1, inicialmente identificada por mediar a resisténcia de plantas a
fungos patdgenos necrotréficos (Veroneteal, 2006), também se associa com 0

receptor BRI1 e regula negativamente a via de BR. BIK1 interage com BRIl e s se
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dissocia do mesmo quando ha a ligacédo do BL, que resulta na fosforilacdo de BIK1 por
BRI1 (Lin et al, 2013).

A proteina de membrana TTL interage com o receptor BRI1, e é fosforilada por
ele. Plantas mutantes e plantas superexpressando TTL se assemelham com as de BKI1
(BRI1 Kinase Inhibitorl) um outro regulador negativo da via ativada porrrr BRs; as
plantas mutantes sdo maiores, e as que superexpressam estes genes Sao semi-anas,
demonstrando inibicdo destes genes na via de BR. No entanto, diferentemente de BSK1,
TTL interage fortemente com o dominio cinase ativo de BRI1, mais que o inativo,
sugerindo que TTL pode inibir a sinalizacdo do BRI1 apds sua ativacao (Wang e Chory,
2006). Finalmente, a proteina 14-3-3 (proteina de ligacao a fosfopeptideo) interage com
BZR1 e BZR2/BES1, mantendo estes fatores de transcricao fosforilados no citoplasma
(Gampaleet al., 2007).

Embora BAK1, SERK1 e SERK4 estejam envolvidas na via de desenvolvimento
mediada por BRs, uma possivel fungdo de NIK1 em desenvolvimento ainda néo foi
avaliada. Recentemente, foi demonstrado que a inativacdo doNjKfdeinduz a
expressdo de reguladores positivos de desenvolvimento, envolvidos no controle de
desenvolvimento, diferenciacdo de células-tronco, florescimento e diferenciacéo celular
(Machadoet al, 2015). Estes resultados associados a similaridade de configuracéo
estrutural entre SERKs e NIKs levantaram a hipotese de que NIK1 poderia modular
negativamente a via de sinalizacdo a BRs. Nesta investigacdo, é demonstrado que a
inativacdo deNIK1 aumenta a hipersentividade a BR no nocaiké, sugerindo que
NIK1, ao contrario de BAK1, atua como modulador negativo da via de sinaliaacao
BR, provavelmente por meio de interagdo com BRI1. Utilizando o ensaio de duplo
hibrido em leveduras, foi demonstrado que o dominio cinase de NIK1 interage com o
dominio cinase de BRI1. A modulacdo negativa da via de sinalizacdo por BR é
aumentada por expressdo da proteina quimérica BAK1-NIK1, que contém o dominio
extracelular LRR de BAK1 e o dominio cinase de NIK1. Estes resultados sugerem que
NIK1 interage com BRI1 para modular negativamente a via de sinalizagcdo de BRs,

através do dominio cinase.



REVISAO DE LITERATURA

Receptores do tipo cinases (RLKs) em plantas

Os receptores de sinalizacdo em plantas constituem um grande grupo e séo
subdivididos em receptores histidino-cinase, receptores acoplados a proteina G
(GPCRs), fotorreceptores, receptores com repeticdes ricas em leucina (LRRs) de
resisténcia contra determinados patdogenos e recepta@sa/Breonina cinase,
designados RLKs (McCarty e Chorry, 2000).

Em Arabidopisis thalianaRLKs formam uma familia monofilética que contém
mais de 610 membros, que incluem receptores cinases e receptores citoplasmaticos que
se assemelham a cinases (RLCK) (Shiu e Bleecker, 200&t laly 2009). Na familia
de genes RLKs dé. thaliang mais de 400 membros possuem uma configuracao
estrutural que se assemelha a receptores transmembranas (Shiu e Bleecker, 2001) e sao
denominados receptores cinases transmembranas de plantas (PRKs); (Diévart e Clark,
2004). Estes receptores transmembranas séo definidos como proteinas que contém um
dominio extracelular, um dominio unipasso ha membrana e um dominio citoplasmatico
serinal/treonina cinase (Diévart e Clark, 2004; étiml, 2014). Com isso, sugere-se que
tais receptores estejam envolvidos na percepcao de sinais na superficie celular da planta
a ligantes extracelulares (Shiu e Bleecker, 2001).

As proteinas LRR-RLK representam um grande numero de PRKs no genofa de
thaliana com 216 membros e possuem um dominio extracelular composto de motivos
ricos em leucina organizados em sequéncia e um dominio cinase intraceluktrglyin

2002). As proteinas LRR-RLK em. thalianarepresentam 13 subfamilias (LRR | a

XIIl) e sédo classificadas de acordo com seu dominio extracelular LRR (Diévart e Clark,
2004). Todas LRR-RLKs analisadas em plantas apresentaram atividade funcional no
seu dominio cinase (Diévart e Clark, 2004). Contudo, apesar do grande numero de
LRR-RLK em plantas, apenas alguns poucos tém fungdo conhecida, dentre estes pode-
se citar: CLAVATAL, receptor associado ao controle da proliferacdo apical do
meristema (Diévart et al., 2004), ERECTA, envolvido com iniciacdo, elongacédo dos
orgaos e defesa (Godiaed al, 2003), BRI1, um dos membros mais estudados desta
familia, envolvido na resposta a BRs (Bishop e Kong, 2008t 4i, 2002 ), SERKS, 0s

quais sdo marcadores de embriogénese somética e possuem funcéo de defesa (Albrencht
et al, 2008), HAESA, envolvido com absciséo floral (dtral,2000), FLS2, receptr da



flagelina (GoOmez- Gomez e Boller, 2000), EFR, receptor relacionado a resposta imune
em plantas (Zipfelet al, 2006) e SYMRK, envolvidos com simbiose (Markmaenh
al., 2008).

Os receptores LRR-RLK tem sua atividade catalitica ativada quando um ligante
ou molécula sinal interage com seu dominio extracelular. ApGs a ativacdo, ocorre a
fosforilagdo do dominio cinase citoplasmatico via autofosforilacdo, homodimerizacéo
ou heterodimerizacdo, permitindo que o receptor interaja com outra proteina alvo e a
ative por fosforilacdo. Porém, poucos RLKs de plantas tiveram o seu ligante
identificado e os mecanismos moleculares pelo quais estes receptores tem sua atividade
regulada, com excec¢do de uns poucos RLKs. Dentre os mecanismos que podem regular
a atividade de um RLK, podemos citar hetero-oligomerizacdo induzida pela interacao
RLK-ligante, sendo o heterodimero formado entre o receptor de BR, BRI1, e BAK1 um
exemplo tipico. A inibicdo da sinalizacédo citoplasmatica ativada por RLKs através da
acdo de proteinas fosfatases; inibicdo de fosforilacdo; degradacdo mediada por
ubiquitinacdo; e endocitose de receptores (Johson angn05). De uma forma geral
nao existe um mecanismo unico de regulacdo dos RLKs e sim mecanismos que diferem
de um receptor para outro, uma vez que um unico receptor pode atuar em diferentes vias

de sinalizagao.

Proteina NIK1 (NSP-Interacting Kinase)

NIK1 (NSP-Interacting Kinage é um receptor transmembrana do otip
serinal/treonina cinase (RLK), que esta classificado na subfamilia LRRII-RLK. A
subfamilia LRR-II possui 14 proteinas e thaliana sendo caracterizadas por um
dominio extracelular com cinco repeticdes ricas em leucina em um bloco continuo,
sendo quatro repeticbes ditas completas, com 24 residuos de aminoacidos, e a quinta
repeticdo incompleta apresentado 16 residuos (Seinabs2010).

A proteina NIK1 foi inicialmente identificada como um alvo de viruléncia da
proteina NSP Nuclear Shuttle Protejncodificada pelo genoma d&egomovirus o
maior género da familia Geminividae (Fontet al, 2004). NIK1 foi isolada
primeiramente em tomateiros, sendo desigria@dIK (Lycopersicum esculetum NSP-
Interacting Kinasg (Marianoet al, 2014). Posteriormente, foi também comprovado

gue homologos de NIK1 em soja e &nthalianainteragem com a proteina viral NSP



(Fonteset al, 2004). EmA. thalianaa interacdo de NSP com NIK1, ocorre no seu
dominio cinase citoplasmatico, resulatando na inibicdo da atividade de NIK1, e
consequentemente, na resposta a infeccao viral (Fetraes2004)

Estudos anteriores mostraram que a superexpressaiNd€l em folhas de
tabaco infectadas com begomovirus diminuiu a inibicdo gerada por NSP na atividade de
NIK1, superando assim, o efeito inibitorio dessa proteina viral (Caretlab 2008).

Além disso, a expressdo aumentada de NIK1 em tomateiros atenuou os sintomas
associados a infeccéo por begomovirus (Zoratad, 2015). No entanto, a efetividade
dessa via de sinalizacdo mediada por NIK1 contra a infecgdo por geminivirus é restrita,
ja que NSP suprime a atividade de NIK1, e porque a ativacdo da via parece ser
dependente do inicio da infeccao (Carvaétoal, 2008; Zorzattcet al, 2015). Em
diferentes grupos de plantas, NIK1 desencadeia uma reposta de defesa contra a infeccéo
viral, uma vez que também foi comprovado que em mutantes com inativacdo dos genes
da proteina NIK1 a suscetibilidade ao virus € aumentada (Feintds 2004). Estes
resultados de perda de funcao caracterizaram NIK1 como um receptor transmembrana
capaz de atuar numa via de sinalizacdo antiviral (Faitas, 2004; Carvalhaet al,

2008; Santost al., 2010).

A interacdo de NSP com o dominio cinase de NIK1 inibe sua atividade de
autofosforilagdo e fosforilacdo de componerdesnstremda via. NIK1, por ser um
receptor cinase transmembrana de passo Unico, deve dimerizar-se ou multimerizar com
um co-receptor para promover a trans-autofosforilacdo, e, subsequente, ativacdo da
cinase. Em mamiferos e em plantas, tem sido demonstrada a oligomerizacdo de
receptores cinases transmembrana de passo Unico que sdo induzidos ou estabilizados
por ligantes como um evento inicial critico que desencadeia a sinaliza¢do e transducéao
do receptor (Santct al, 2010).

A regido no dominio cinase de NIK1 de Arabidopsis em que NSP se liga foi
mapeada, e consiste em um fragmento formado por 80 residuos de aminoacidos que
abrange a alca de ativac@-lpop) e o sitio ativo da enzima (Fontesal, 2004). A
fosforilagdo de residuos presentes Adoop constitui um mecanismo regulatério
importante para a atividade de tirosina e serina/treonina cinases @tlaler2004). Por
meio de experimentos de alinhamento de sequéncias foi observado que a treonina 474
(T474) doA-loop de NIK1 esta alinhada com o residuo de treonina 468 da proteina
SERK1, cuja fosforilacdo € essencial para ativacdo dessa cinase Gaalt02009).

Assim, também foi demonstrado em ensaios de fosforiiacéitro que o residuo T474
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€ essencial para atividade de NIK1 (Samtosl, 2009). A ativacdo de NIK1 promove a
fosforilacdo do componentowstreamda via de sinalizagdo antiviral, promovendo a
translocacdo da proteina ribossomal RPL10 para o ndcleo (Camila 2008).
Mutacdo do residuo T474 para alanina impacta negativamente a atividade de cinase de
NIK1, sua capacidade de relocar RPL10 para o nucleo e sua atividade antiviral (Santos
et al, 2009).

Baseado nesta descoberta, foi construido um mutariéNdi€1 (T474D), cuja
treonina 474 foi substituida por um residuo de acido aspartico, introduzindo assim uma
carga negativa permanente, de forma a mimetizar a carga negativa do fosfato adicional
da enzima em seu estado ativado. Esse mutante T474D apresentou uma hiperatividade
de cinase quando comparado a atividade normal de NIK1, e uma capacidade aumentada
de relocar RPL10 para o nucleo. Além disso, a mutacdo diminuiu o efeito inibitorio
imposto por NSP na atividade de trans-autofosforilacdo de NIK1 (Satrabs2009) e
conferiu tolerdncia a begomovirus em tomateiros transgénicos (Brust@ini2015).

O modelo da atual via de sinalizacdo antiviral mediada pela proteina NIK1
preconiza que em resposta a estimulos nédo identificados induzidos pela infeccao viral, o
dominio extracelular LRR de um receptor NIK1 sofre oligomerizagdo com outro
receptor, permitindo a aproximacao dos respectivos dominios cinases, e, consequente,
na trans-autofosforilagdo de dominios cinases intracelulares (FiguraA1l).
transfosforilacdo da T474 presente Adoop ativa o receptor NIK1. Essa ativacdo €
dependente de fosforilacédo, e apds a adicdo de um fosfato no dominio citoplasmatico de
NIK1, inicia a amplificacdo da cascata de sinalizagdo que promove a translocacéo da
proteina ribossomal RPL10A para o nucleo da célula, onde interage com a proteina
LIMYB (L10-interacting Myb domain-containing protgipara reprimir a expressao de
genes da maquinaria de traducdo da célula do hospedeiro (Maasthatdo2015). A
repressao da expressao desses genes envolvidos na tradugcdo causa uma supressao na
sintese global de proteinas como mecanismo de imunidade antiviral, j& que os mRNAs
virais ndo sao capazes de ser traduzidos eficientemente frente a ativagdo do receptor
NIK1, representando um mecanismo eficaz contra a infecgéo viral.

Apesar desses recentes progressos para o entendimento do mecanismo da via de
sinalizagdo antiviral mediada por NIK1, muitos aspectos permanecem obscuros. Por
exemplo, ainda sédo desconhecidos os ligantes ou as bases moleculares que
desencadeiam ou estabilizam a dimerizacdo de NIK1 com um co-receptor, promovendo

a trans-autofosforilagdo. Assim também, ndo se sabe se a ativacdo da defesa antiviral &
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mediada por autodimerizacdo de NIK1 ou por oligomerizagdo com co-receptores e, se
sendo neste caso, qual a identidade dos co-receptores. Além disso, ainda ndo foram
identificados os intermediarios da via de defesa que promovem a fosforilacdo de RPL10
em resposta a ativacdo de NIK1. Também néo se sabe se a supressao de traducéo global
mediada por NIK1 é simplesmente devido a repressdo de expressao de genes envolvidos
na traducdo ou se a translocacdo de RPL10 para o nucleo, por si s6, promove
desestabilizacdo dos ribossomos, e, como consequéncia, interfere com a traducéo global

das células hospedeiras.
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Figura 1 Modelo do mecanismo para a via de sinalizacao antiviral mediada por NIK1.

A oligomerizacdo do dominio extracelular de NIKIa) induzida por infeccao viral
aproxima os dominios cinases intracelulares no citoplasma da célula, permitindo a
transfosforilacdo no residuo chave de treonina na posicao 474 (Thr-474) para ativacao
da cinase Z). Alternativamente, NIK1 interage com um ligante LRR-RLK
desconhecido de um modo dependente de estinmblo Embora a infeccéo viral
desencadeia uma via de resposta mediada por NIK1, a base molecular de tal elicitacédo é
desconhecida. A ativagdo de NIK1 intermedeia indiretamente a fosforilacdo RIpL10 (
promovendo a sua translocacdo para o nuelgm(de interage com LIMYBS) para

regular o expresséo de genes relacionados com a maquinaria trad@idpatténto, a
propagacao do sinal antiviral culmina com supresséao da sintese global de proteinas (7),
que também prejudica a traducdo do mRNA vigal Por outro lado, a ligagcdo de NSP

de begomovirus ao dominio cinagel¢op de NIK1 inibe a autofosforilacdo na Thr-



474 ), impedindo, assim, a ativacdo do receptor cinase e a fosforilacdo RE.10 (
Como consequéncia, RPL10 é presa no citoplasma de células infectadas, criando um
ambiente intracelular que é mais favoravel para infecgdo promovida por begomovirus.
O DNA de cadeia simples viral replica por meio de intermediarios de DNA de cadeia
dupla (L2) que sao transcritos no nucleo da vegetal célula vegetal infectada. NSP liga-se
ao DNA viral nascente e facilita o seu movimento para o citoplasma em um processo

que pode ser mediada por uma proteina expelikieainda ndo identificada

Além da participacdo de NIK1 na resposta imune contra virus Machado et al.
(2015) apresenta indicios da participacdo desta proteina em outras vias de sinalizacao na
célula vegetal, tais como em respostas a infeccao bacteriana, ao acido salicilico, além de
sua participacdo na regulacdo negativa da resposta a BR, podendo estar diretamente
relacionada com o desenvolvimento do vegetal, desenvolvimento de células estaminais,
bem como a inducéo floral, desempenhando um papel oposto ao de BAK1 e BRI1 no
processo de desenvolvimento do vegetal. Tais evidéncias estdo embasadas na regulagcao
positiva de genes de desenvolvimento em resposta a perda de funblikildeo
nocautenikl (Machadoet al, 2015). Porém, pouco ainda se sabe a respeito da
participacdo de NIK1 nas vias de desenvolvimento do vegetal e parceiros de interacao

nesta via.

BAK1 (Brassinosteroid I nsensitive Associated Kinase 1)

BAK1 (Brassinosteroid Insensitive Associated Kinaydol identificada como
uma proteina co-receptora da proteina de membrana BRA&s{nosteroid-insensitive
1); (Li et al, 2002; Nam e Li, 2002), o receptor de BR (Li e Chory, 1997). Tanto BRI1
como BAK1 séo proteinas receptoras cinases de membrana com repeticdes ricas em
leucina (LRR-RLKS), que pertencem a uma familia com pelo menos 216 membros em
A. thaliana (Dievart e Clark, 2004). Aléem disso, BA, também conhecida como
SERKS3 Somatic Embryogenesis Receptor Kinayee 3az parte de uma sub-familia
constituida por cinco membros émabidopsis SERK1 a SERKS5 (Lét al, 2002; Nam
e Li, 2002).

A funcdo de BAK1 nédo esta restrita ao desenvolvimento vegetal regulado por

BR, pois esta proteina de membrana também é importante para defesa vegetal contra
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patogenos. As plantas possuem mecanismos de defesa inatos para se protegerem dos
ataques por patdgenos, tais como receptores de membrana responséveis por perceberem
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP) e ativarem respostas de defesa.
Uma destas respostas é conhecida como defesa basal ®ARH;triggered immunity
(Schwessinger e Zipfel, 2008). Um dos receptores de membrana que reconhecem
PAMP ¢é o FLS2 Klagellin-Sensing®, responsavel por perceber o peptideo bacteriano

de 22 aminoacidos derivado da flagelina (flg22) e iniciar uma cascata de fosforilacao
que ira culminar em respostas de defesa (Gomez-Gomez e Boller, 2000eZigfel

2004). Sabe-se que BAK1 é co-receptor de FLS2: na presenca de flg22, Higa2ase

BAK1 e ambos séo fosforilados (Chinchiéaal, 2007). Outro receptor conhecido é o

EFR Elongation Factor Tu Recepiprque percebe o fator de alongamento bacteriano
EFRTU e também interage com BAK1, permitindo que BAK1 funcione como um co-
receptor (Chinchillaet al, 2007; Schulzet al, 2010). Além de BAK atuar em vias de
defesa contra patdgenos bacterianos, outros estudos descrevem a importancia desta
proteina na defesa contra fungos patogénicos e oomicetos, onde foi demostrado que
fungos patogénicos se proliferam melhor em plantas de ArabidephiEotiana
benthamianamutantes com perda de funcaoRIEK1 (Jordaet al, 2015; Heeset al,

2007).

Além disso, BAK1 também é importante para defesa vegetal contra a herbivoria
em Arabidopsis. Os vegetais também possuem receptores de membrana responsaveis
por perceberem padrbes moleculares associados a herbivoros (HAMP) e ativarem
respostas de defesa. Exemplos disso sdo as proteinas de membrana espegificas de
thalianaPEP1 RECEPTOR1 e 2 (PEPR1 e PEPR2), que reconhecem o peptideo elicitor
endogeno AtPepl, o qual é induzido por ferimentos na planta causados pelos herbivoros
(Yamaguchet al, 2006; Yamaguclhet al, 2010). BAK1 se associa com as proteinas de
membrana PEPR1/2 quando o peptideo AtPepl esta presente, participando assim deste
mecanismo de defesa (Posetl al, 2010). E ainda recentemente, foi descoberto a
participacdo de BAK1 na via de controle de morte celular (Hettak, 2014) e também
sua participacdo na regulacao de desenvolvimento dos estdmatos e(Men2015).

Desta forma, BAK1 ndo regula apenas respostas de desenvolvimento de plantas
dependentes de BRs, mas também modula vias envolvidas com respostas de defesa ao
atague de patogenos, herbivoria, participa no controle da morte celular e
desenvolvimento estomatico, mostrando-se uma cinase muito versatil quanto a

processos de sinalizacgéo.
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BRI1 (Brassinosteroid-insensitive 1)

Brassinosteroides (BRs) sdo percebidos por uma proteina cinase (RLK)
localizada na membrana plasméatica, caracterizada por possuir repeticdes ricas em
leucina (LRR), chamada de BR{Brassinosteroid-insensitive .1)BRI1 foi isolada e
clonada, apos a identificacdo de um grande numero de alelos mutantes recessivos num
anicolocus que eram de varios escrutinios intensivos para mutantes insensiveis a BRs
na inibicdo do crescimento da raiz (Cloesel, 1996 ) ou no hipocotilo (Li e Chory,

1997). Em geral, a proteina BRI1 possui trés dominios principais com func¢do Unica
receptora de ativacdo na presenca de BR. Possui um grande dominio de ativacao
extracelular, um dominio transmembrana, e um dominio cinae intracelular. O dominio
extracelular de BRI1 contém, na extremidade (N)-terminal, um peptideo sinal, um
motivo ziper de leucina, 24 LRRs, e um dominio de ilha localizado entre as LRRs 20 e
21 (Li e Chory, 1997). O peptideo sinal e o motivo ziper de leucina sdo importantes
para a orientacdo de BRI1 na membrana plasmatica e dimerizacdo, podendo ser a regido
de interacao proteina-proteina com outras LRRs que participam da via de resposta a BR
(Li e Chory, 1997; Wanget al 2001). O dominio intracelular pode ser ainda mais
dividido, o qual consiste huma area pequena da regido justamembranar intracelular
(JM), um dominio catalitico de cinase, e uma cauda C-terminal. Embora a auséncia da
porcao JM néo interfira na localizacao celular e atividade de autofosforittagiim de

BRI1 (Wanget al, 2005), o dominio JM é necessario para transducao de sinal a partir
do exterior para o interior de uma célula. De fato a superexpressao de uma proteina
mutante de BRI1 com a auséncia da regido JM néo foi capaz de reverter o fenétipo anao
de bril-5, um mutante insensivel a percepcdo de BRs. Mutac¢des pontuais no dominio
cinase de BRI1 resulta em um receptor inativo, indicando o papel essencial deste
dominio na atividade basal de BRI1 (Friedrichs#nal, 2000). Estudos recentes
identificaram varios sitios de fosforilacdo Ser/Thr dentro do dominio catalitico de BRI1

0S quais sao essenciais para a sinalizacdo a BR, que incluem T1049, S1044 e T1045. A
cauda C-terminal de BRI1 aparentemente desempenha um papel negativo na regulacéo
da resposta basal de BRI1, uma vez que uma mutacdo em BRI1 na sua regido C-
terminal intensificou a atividade de autofosforilagcdo e de atividaese de BRI1in

vitro (Wanget al., 2005).

Considerando que BRI1 pode formar homodimeros na auséncia e na presencga de
BRs, Wang et al. (2005) propuseram um mecanismo de auto regulacdo na ativacao de
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BRI1, ou seja, sem BRs, homodimeros de BRI1 mantém-se em estado de repouso por
sua cauda C-terminal. A ligacdo de BR induz a alteracdo conformacional do seu
dominio cinase, e, subsequentemente, auto fosforilagdo de varios residuos de Ser/Thr na
cauda Cterminal para libertar a sua auto inibicdo. Além disso, um regulador negativo
especifico, BKI1, também € necessario para manter BRI1 em baixa atividade basal,
impedindo a interacdo de BRI1 com outros reguladores positivos (Wang e Chory de
2006).

No complexo receptor de BR, além BRI1, o co-receptor BAK1, também é
necessario para ativacao desta cinase. BAK1 foi identificado por meio de experimentos
de duplo hibrido em levedura para proteinas que interagem com BRI1 (Nam e Li,
2002). Estudos independentes demonstraram que BRI1 e BAK1 podem interagir uns
com 0s outro# vitro ein vivo, por meio dos seus dominio cinase. No entanto, BRs ndo
podem se ligar diretamente a BAK1, sugerindo que BAK1 age na via de resposta apos a
ativacao inicial de BRI1 (Wanegt al, 2005). A fosforilacdo de regides especificas do
dominio citoplasmatico de BAK1 durante a formag¢do do complexo sinalizador entre
BRI1, BAK1 e BL é de fundamental importancia para a transducdo do sinal do meio
extracelular para o meio intracelular (Madttoal, 2015). Com base nesta informacao
Wang et al. (2008) propuseram que a transfosforilacdo entre BRI1 e BAK1 aumenta
muito a atividade cinase de BRI1, sendo que a interacdo entre BRI1 e BAK1 néo é
dependente de fosforilacao.

Apos a percepcao de BR pelo dominio extracelular de BRI1, o dominio de
cinase de BRI1 primeiro fosforila e ativa parcialmente BAK1. Em seguida, por sua vez
BAK1 transforforila BRI1 para melhorar ainda mais sua atividade cinase (&anhg
2008). Antes da ligacdo de BR, BRI1 é mantido inativo por auto inibicdo da sua regido
C-terminal, e por um regulador negativo BKI1. Apds a percepcédo de BR, ocorre uma
alteracdo conformacional do dominio intracelular de BRI1 que promove auto-
fosforilacdo da cauda C-terminal, além da fosforilacdo de BKI1, aliviando, deste modo,
a sua inibicao da atividade sinalizadora de BR ftial, 2013 Wang e Chory, 2006).

O BRI1 pré-ativado recruta BAK1 a sua proximidade para aumentar a atividade de
cinase um do outro por meio de transfosforilagédo, e para formar um complexo receptor
totalmente ativado.

De uma forma geral, cinases receptoras dos vegetais sdo geralmente
consideradas como cinases do tipo Ser/Thr, assim é BRI1. Estuditr® de ensaios

de atividade cinase e andlise fenotipica do mutanfie5 com diferentes formas de
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BRI1 mutados, mostram que potenciais locais de fosforilacdo na regido intracelular
JM, alga de ativagéo, e cauda C-terminal sédo funcionalmente relevantes para elucidagéo
da resposta a BR em plantas. A mutacdo de quatro de sete locais de autofosforilagao:
S838, T842, T846 e S858 para Aspartato (Asp; aminoacido que mimetiza a carga
negativa de um fosfato) pode aumentar a atividade cinase de BRI1 @Vain@005;

Wanget al, 2008). No entanto, mutagcées em S1044 / T1045, T1049 abole totalmente a
atividade cinase BRI1 mutado, e o BRI1 mutado ndo pode resgatar o fenétipo anédo de
bril-5. Substituicbes de S1162, S1166, S1168 e T1180 para o Asp na porcéo C-terminal
de BRI1 pode melhorar significativamente a atividade cinase. Portanto, foi proposto que
a fosforilacdo de diversos residuos na porcdo C-terminal pode libertar a auto inibicdo
imposta por esta regido de BRI1 (Waetgal, 2005; Wanget al, 2008). Além desses
residuos supracitados, a S891, presentA-tamp da proteina € parcialmente requerida

para a transducdo do sinal, uma vez que pldmtass expressando uma proteina com
mutacao neste residuo apresentaram o fenoétipo de sinalizacdo a BR apenas parcialmente
resgatado, apoiando a ideia de que a mutacdo S891T nao é funcionalmente equivalente a
proteina de tipo selvagem BRI1 (@it al, 2015). Pelo menos, sete LRR-RLKSs,
incluindo BRI1 e BAK1, podem auto fosforilar determinados residuos de tirosina. A
andlise de mutagbes especificas em BRI1 fditagitro e in vivo identificou dois
residuos de tirosina (Y1052 e Y831) importantes para a sinalizagdo a BR, sugerindo
gue, como nos sistemas de mamiferos, a fosforilagdo de tirosinas do receptor também
pode ser um mecanismo importante na regulacdo da atividade de receptores cinase em
plantas (Ofet al, 2015).

Em sintese, muitas proteinas além de BRI1 e BAK1 participam na regulacao da
via de resposta a BR, seja positivamente ou negativamente, e acredita-se que ainda
exista muito a ser descoberto com relacdo a regulacdo desta via (Figura 2). Dentre as
proteinas conhecidas que participam positivamente da regulacdo desta via pode-se citar
a proteina fosfatase BSUBr{1-Suppressort (Mora-Garciaet al, 2004). A BSU1
desfosforila, e, consequentemente, inativa a proteina EBR2r(sensitiveR que regula
negativamente a via. A proteiana BAK7/SERK4, também localizada na membrana
plasmatica, pode atuar de maneira redundante a BAK1 (&aig 2010). Esta pode
formar um complexo com BRI1 e BL, sendo que o hormdnio esterdide age
estabilizando a interagcdo entre BRI1 e SERK4 (Saneagd, 2013; Karlovaet al,

2006). Duas outras proteinas de membrana podem regular negativamente a via de BR

por interagirem com BRI1, sdo elas a TTL e BSK1, uma vez que foi demonstrado que

13



plantas mutantes nesses genes sao maiores, enquanto quesptangagressando sao
semi-ands; demonstrando o papel inibitério destes genes na via de BR. Sendo que
diferentemente de BSK1 TTL interage fortemente com o dominio cinase ativo de BRI1,
mais que o inativo, sugerindo que TTL pode inibir a sinalizacdo de BRI1 apds sua
ativacado (Wang e Chory, 2006).

Embora todos os receptores da sub-familia LRRII-RLK, pertencentes ao sub-
grupo SERKS, participam positivamente da via de sinalizagdo de BRs por meio de
interacBes com o receptor BRI1, o transcriptoma induzido por perda de funcéo de NIK1,
também pertencente a sub-familia LRRII-RLK, sugere que NIK1 possa exercer uma
regulacdo negativa na referida via. Esta possivel modulacdo inversa de NIK1 em
eventos de desenvolvimento ainda n&o foi cientificamente examinada e constitui o

objetivo primordial dessa investigacao.
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Figura 2 Via de sinalizagdo mediada pelo receptor de membrana BRI1 em Arabidopsis.
Apos a ligacdo de BR, ocorre a heterodimerizacdo de BRI1 com o0 seu co-receptor
BAK1 a dissociacao do inibidor BKI1, conduzindo a transfosforilacdo de seu préprio
dominio cinase e de seu co-receptor. BKI1 atua como regulador negativo de BRIL1.
Quando o complexo BRI1/BAK1/BR esta ativado BRI1 fosforila e libera BKI1, o qual
anteriormente permanecia ligado ao seu dominio citosolico. Além disso, BRI1 #orforil
BSK1, que, em seguida, liga e fosforila BSU1 fosfatase, tornando-a ativa. BSU1
desfosforila e inativa a cinase BIN2; BIN2 inativo € degradado pela maquinaria do
protessomo. Na auséncia de BR, ou quando a concentracdo do hormonio esta baixa,
BIN2 ativo, fosforila os dois principais fatores de transcricdo que medeiam alteracdes
da transcricéo induzida por BR, BZR1 e BES1. BZR1 e BES1 fosforilados ndo se ligam
ao DNA e séo retidos no citoplasma pela proteina 14-3-3. Seguindo a percepc¢ao do BR,
BZR1 e BES1 sao desfosforilado por PP2A e liberados das proteinas 14-3-3, movendo-
se para o nucleo para moldar a transcricdo de genes induzidos por BR. BKI1 atua como
um regulador positivo neste nivel, ligando as proteinas 14-3-3 do citosol, promovendo o
aumento da acumulacdo nuclear e BZR1 BES1. Modelo mecanistico descrito em

Lozano-Duran e Zipfel, 2015.
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MATERIAI E METODOS

Extracdo de DNA plasmidial

Para a extracdo de DNA plasmidial Be coli, colénias isoladas crescidas em
placas com LB sdlido/seletivo foram inoculadas em 5 ml de LB liquido seletivo e
incubadas a 37° C por 12 h, com rotacdo constante a 180 rpm. Apds crescimento, as
células foram centrifugadas a 500@ yor 3 min, e ressuspendidas em 200 pL de Tris
HCI 150 mM, pH 8, contendo EDTA 10 mM, e incubadas por 10 min a temperatura
ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 pL do tampéo de lise NaOH, 200 mM
SDS 1% (p/v), e a mistura foi incubada por 5 min em gelo, seguido da adicdo de 200 pL
da solucéo de neutralizacéo, acetato de potassio 3M, pH 5,5 ajustado com acido acético
e incubada novamente por 5 min em gelo. O lisado celular foi centrifugado a 1000 x
por 10 min para remoc¢ao de restos celulares. Apos a centrifugacdo, aproximadamente
500 pL do sobrenadante foram transferidos para microtubo, adicionados 600 pL de
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, na proporcdo de 25:24:1, respectivamente. Apds
agitacao rapida em vortex por 30 segundos, a mistura foi centrifugada por 2 min a
16000 xg. O sobrenadante foi re-extraido com cloroférmio, e o DNA plasmidial
precipitado com etanol 100%, lavado com etanol 70% e resuspendido emilligga
autoclavada contendo RNase a 1 mg/ml e incubado por 15 min a 37° C. Para avaliar a
integridade do DNA extraido, 3 pL da amostra foram corridos em gel de agarose 1%

(p/v) com brometo de etideo 0,1 pg.mL™.

Clonagem de proteinas quiméricas

O isolamento e clonagem do CDS de NIK1 (U19571), ustilizado nos
experimentos esta descrito em Fontes et al., (2004). Para expressao das demais
proteinas quiméricas, as quais também foram construidas e clonadas previamente pela
equipe de pesquisadores do Laboratério de Biologia Molecular de Plantas, foram
utilizados cDNAs obtidos a partir dos RNAs extraidog\dthaliana.

Para amplificacdo do cDNA de BAK1, foi realizada uma reacdo de PCR com 0s
iniciadores para o gene de BAK1l (BAK1-FW e AtBAK1-Rv) descritos na Tabela 1,
ambos contento adaptadores nas extremidades para o Sistema Gatwey. Iniciadores

especificos de actindA{ACTIN-Fwd e AtACTIN-Rv) foram utilizados para avaliar a
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guantidade e a qualidade do cDNA. A reacao de amplificacdo (PCR) foi composta de 35
ciclos de 1 min a 94C, 30 segundos a 5%, e 2 min a 72C. Um amplicom de
aproximadamente 2000 pb foi obtido e purificado a partir de gel de agarose 1% (p/v),
clonado no vector pPDONR201 usando BP clonase (Invitrogen). Para a reacdo de BP,
foram utilizando 50 fmols do vetor de entrada e a mesma concentracdo do inserto, além
del pL da enzima BP clonase, para o volume final de 5 pl. A reacédo ocorréC a 25
por 12 h, e foi interrompida adicionando-se 1 ul de proteinase K (Invitrogem) por 15
min a 36°C. O clone resultante foi denominado pUFV1593.

Apoés clonagem em pDONR201, a CDS de BAK1 foi transferida de pUFV1593
para o vetor binario pK7FWG2 por reacdo de LR clonasse (Sistema Gateway,
Invitrogen). Para a reagao de recombinacéo, foram utilizados 150 ng do vetor de destino
vazio e igual quantidade do vetor de entrada pDON-BAK1, juntamente com 1 pl de
enzima LR Clonase (Invitrogen). A reacdo ocorreu por 12 ¥ & 2&8ndo interrompida
pela adicdo de 1 pl de proteinase K (Invitrogen) por 15 mirf & 3@ clone resultante,
denominado pUF1619 (pBAK1-GFP), contétm o CDS de BAK1l fusionado ao
aminoterminal do CDS de GFP, sob o controle do promotor 35S.

A construcdo da proteina quimérica NIK1-BAK1 figura 3A, consistiu,
inicialmente, na insercdo de sitios pamenzimas de restriciBamH | e Nsi I,
flanqueando o dominio cinase de BAK1, por meio da amplificacéo, utilizando o clone
pUFV1593 como molde e o0s oligonucleotideos iniciadores HBetiH-FWD e
BAK1NsIpDONR201-Rv, contendo os respectivos sitios de restricdo nas extremidades
(Tabela 1). O clone pUFV1765 utilizado na construcdo desta proteina quimérica
contendo o CDS de NIK1 em pDONR/207 foi previamente descrito, Fontes et al.,
(2014). O fragmento de DNA que codifica 0 dominio cinase de NIK1 e uma parte do
segmento transmebrana foi liberado de pUFV1765 por digestdo com as ddamtds
I e Nsil. O plasmideo digerido foi separado por corrida eletroforética em gel de agarose
a 1%, e posteriormente purificado. Em seguida parte do fragmento transmembrana
seguido do dominio cinase de BAK1 foi ligado linearmente no vetor purificado
contendo o dominio LRR de NIK1, formando o CDS quimérico de NIK1-BAK1 em
Pdon/207. O produto de PCR, denominado KD-BAK1 foi amplificado e digerido com
Nsi | e BamH | a partir de pUFV1593, purificado do gel e ligado linearmente em
pUFV1765 (pDONR-NIK1), cujo dominio intracelular de NIK1 e uma parte do sitio
transmembrana haviam sido previamente removidos por digestaNsiéraBamHI e

recircularizados. O clone resultante foi denominado pUFV1868.
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Para construcéo da proteina quimérica BAK1-NIK1, figura 3B, foi amplificado
a partir da sequéncia de pDONR-BAK1 (pUFV1593), o fragmento que codifica o
dominio LRR de BAK1, utilizando oligonucleotideos, que possuiam em suas
extremidades sitios parApal (ApdDONR201-Fwd e BamHI (BAK1 BamH IRv),
conforme descritos na Tabela 1. O produto de PCR foi hidrolisado Agmanl,
purificado e inserido linearmente no lugar do dominio extracelular de NIK1,
previamente digerido corApa |l e BamH| de pUFV1765 para remocdo do dominio

extracelular e parte do dominio transmembrana de NIK, obtendo-se o clone pUFV1787.

A
pDonBAK1 LRR ™ KD C- Terminal
32 249- 269 638
- — [ I
! T 115 {\
sr 1
Amplificaggo por PCR
BamHI 50
LRR ™ KD C- Terminal
pDonNIK1 28 229- 249 620
O ——
BamH | l Digestdo com BamH | e Nsi | Nsi |
pDonNIK1-BAK1
C- Terminal
BamH | il
B C- Terminal
LRR ™ KD
pD""BAm 32 249269 638
Apal Nsi |
Ampl\ﬂca;ao por PCR
-~ S ;..\
o - T ' Nsi |
Digestdocom Apa | e BamH | ’
C- Terminal
pDonNIK1 28 229- 249 620
o N
BamA 1 l Digestdo com Apa | e BamH | —
pDonBAKI1-NIK1 CEREinl
Apal A Nsi |

Figura 3 Representacao esquematica das proteinas quimeéricas pDonBAK13WK1 (
e pDonNIK1-BAK1 @B). A numeragédo no topo da figura representa o esquema
numérico para posicdo de aminoécidos. A relativa posicao de sitios de restricdo usados

na construcao das proteinas quimeéricas € indicada na figura.
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Os segmentos quiméricos denominados BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 foram

transferidos por recombinacdo para o vetor bindrio de expressdo em plantas,
pK7FWG2, gerando os clones pUFV1868 (pNIK1-BAK1-GPRIFV1867 (pBAK1-

NIK1-GFP) e, respectivamente. Nestes clones, os fragmentos quiméricos estao

fusionados ao aminoterminal de GFP, sob o controle do promotor 35S, assim como

mostrado na figura 3A e 3B.

Tabela 10ligonucleotideos utilizados clonagem das proteinas quiméricas.

Oligonucleotideo N Nome

S Sequéncia 5°- 3

iniciador do gene

BAK1-Fwd 5-AAAAGCAGGCTTCACAATGGAACGAAGATTAAT-3’ AtBAK1

BAK1- Rvs 5-AGAAAGCTGGGTCTTCTTTGGACCCGAGGGGTAT AtBAK1

BAK1 BamHI-Fwd | 5’- AAAAGGATCCGCGGGAGGAGTTGCTGCAGGT AtBAK1

NSIDONR201-RVS 5’- AAAATGCATCATCAGGAGTACGG3 -

ApaDONR201-Fwd 5- AAAAGGGCCCCAAATAATGATTTAT-3 -

BAK1 BamHI-Fwd 5-AAAAGGATCCTCCAGTAATTCTATTACTCCCTS3 AtBAK1

Act3-Fwd 5-ATGTCGTGAGCCATCCTGTC-3 Actina
5’-ACACCGGATTCGTGCGGCAT3' Actina

Act3-Rvs

GFP-Rvs 5- CGCCCTCGCCCTCGCCGGACAQG: GFP

Material vegetal,

transgénicas.

condicbes de crescimento e obtencdo de plantas

Mutantes alelos nulos e thaliananikl (SALK_060808) (Fontest al., 2004),
bakl (SALK_034523); (Liet al, 2002) foram utilizados para a transformacdo com
NIK1 e BAK1 e as proteinas quiméricas BAK1-NIKA NIK1-BAK1 para ensaios de

complementagdo. ApOs a desinfestacdo, as sementes foram plagueadas em placas de

petri contendo meio MS 1/2 for¢a (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 1% de

sacarose. As plantulas foram cultivadas &2por aproximadamente 2 semanas sob luz

branca e, em seguida, transferidas para o solo sob regime de luminosidade 12h luz / 12h
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escuro. A linhagem nocauigkl foi transformada com as construcdes descritas acima:
pUFV1867 (pBAK1-NIK1-GFP), pUFV1868 (pNIK1-BAK1-GFP), pUFV1619
(PBAK1-GFP) e pNIK1-GFP, como anteriormente descrito por Fontes et al. (2004).

Agrobacterium tumefaciesstirpe GV 3101 foi eletroporada com as constru¢cées
génicas descritas acima e colbnias transformantes foram selecionadas em placa de petri
em meio LB solido suplementado com espectinomicina a 100 emgibidtico para
selecao do vetor pK7FWG2 e com gentamicina a 50 mg/l, antibiético para selecdo da
estirpe de Agrobactéria GV3101. A transformacédo das plantas foi feita utilizando o
método de mergulhia floral, descrito em Bent (2006).

A incorporagao da transgenia foi monitorada por PCR utilizando iniciadores
especificos para o dominio cinase de NIK1, BAK1 e para a calda GFP (Tabela 1). A
expressao do transgene foi confirmada por RT-PCR com os mesmos iniciadores. Como
controle, foi amplificado o gene da actina, visando avaliar a quantidade e a qualidade do
cDNA.

Ensaio de crescimento de hipocétilo

Neste ensaio, foram utilizadas sementegd\dthalianaecotipo Columbia (Col-
0),linhagensnikl alelos nulos obtida por mutagénese insercional por T-DNedck
down Salk_060808; Fontest al, 2004), ebakl-4 também obtido por mutagénese
insercional knock down bakl-4 Salk_034523); (Liet al, 2002), e ainda plantas
expressando as constru¢des quiméricas BAK1-NIK1 (linhagen T2 6-1) e NIK1-BAK1
(linhagem T1 7-1).

As sementes foram desinfestadas com solucdo contendo etanol 75% (V/V) e
hipoclorito de sédio10% (V/V), durante 15 minutos, e posteriormente lavadas duas
vezes com etanol 100%. Apos a desinfestacdo, as sementes foram plaqueadas em placas
de petri contendo meio MS 1/2 for¢ca (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 1%
de sacarose. No caso das linhagens transformadas com as construgbes quiméricas
BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1, denominadas T2 6-1 e T2 7-1, respectivamente, foi
suplementado com canamicina a 100 rifgfEm todas as placas, o efeito da ativacdo da
via de sinalizacdo por BR, foi avaliado com a adicdo de brassinosteroide sintético

(brassinolideo, BL) na concentracdo de 2 uM.
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As placas contendo as sementes foram armazenadas a 4 °C por 96 h para quebra
de dorméncia, e, posteriormente, expostas a luz por uma hora em camara de crescimento
a 22 °C. Apoés este periodo de exposicdo, as placas foram envoltas em folhas de papel
aluminio para proporcionar a condicdo de auséncia de luz. Para os grupos controle, as
placas ficaram expostas a um fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas e2@utG.a

As medi¢des do comprimento do hipocatilo e da raiz foram feitos com o uso de
paquimetro analdgico 6’° Zaas Precicion, com trés, sete e quatorze dias apos a
transferéncia para a camara de crescimento. Para todas as linhagens transformadas e

controles, foram medidos a raiz e o hipocatilo de trés plantas.

Extracdo de RNA e preparo de cDNA

Para isolamento de RNA total, plantas Alethaliana, crescidas em placa de
petri em meio MS % forga com 8 dias de idade, foram transferidas para placa contendo
meio MS puro como grupo controle ou suplementado com o brassinosterodide sintético
brassinolideo (BL), na concentracdo de 2 puM, por dois dias. Apds este periodo, as
plantas foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -
80 °C. Para a extracado do RNA total, foi utilizado aproximadamente 100 mg de tecido
vegetal macerados em cadinho com nitrogénio liquido e homogeneizados com TRIZOL
(Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante.

Apbs a extracdo, pelletde RNA foi seco em temperatura ambiente por 15 a 20
minutos eressuspendidos em 40 pL de agua DEPEC (dietilpirocarbonato), apds a
extracdo 4000 pg de RNA foram tratados com Imhde DNase | (Invitrogen), por 15
minutos a temperatura ambiente, apds este periodo, a enzima foi inativada pela adicédo
de 1 pl de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), a 25 mM, seguido por incubacéo
a 65 °C por 10 minutos. O RNA tratado foi acondicionadas em freezer a -80°C. A
integridade do RNA total isolado foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% em
tamp&o NBC (NaOH 5 mM, Acido Bérico 50 mM, Citrato de S6dio 1 mM) corado com
brometo de etideo 0,1 pg.mL™,

Para preparo do cDNA, o RNA total extraido foi quantificado em
espectrofotdbmetro Bio Spec-Nano Shimadzu Biotech, a 260 nm, e sua concentracao
expressa em ng/ul. Aproximadamente 4 pg do RNA total foram utilizados como molde,

juntamente com 4 uM do oligonucleotideos oligo dT, 1 pl de dNTPs 10 mM, 4 pl do
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tampao da enzima transcriptase reversa (Invitrogen: Tris-HCI 50 mhHL8.3, KCI
3 mmol.L%, MgClI2 75 mol.[Y) e 1 U de M-MLV RT Transcriptase Reversa em um

volume final de 19 pul, de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Analises de ®T-PCR

Para analise de expressdo génica pRT-BCR (PCR em tempo real) foi
utilizadas duas linhagens independentes de plami&scomplementadas com NIK1
(NIK1-5 e NIK1-8) e trés linhagens independentes complementadas com as quimeras
BAK1-NIK1 (T2 6-1, T2 6-2) e NIK1-BAK1 (T2 7-1, T2 8-1). O acumulo de transcrito
de genes envolvidos na via de resposta a BR foi detectada por gRT-PCR utilizando
oligonucleotideos especificos (Tabela 2). As reacfes de qRT-PCR foram realizadas em
ABI7500 (Applied Biosystems) usando 500 fmalss oligonucleotideos cor8YBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condi¢bes de amplificagcdo foram
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 94°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O gene
de actina foi utilizado como controle endégeno para a normalizacdo dos dados. O

método 2**T foi utilizado para a quantificacdo da express&o génica.

Tabela 2 Oligonucleotideos utilizados em reacdo de qRT-PCR, para genes envolvidos

na via de resposta a brassinosteroides.

Oligonucleotideo Nome
iniciador Sequéncia 5’- 3’ do gene

Xtr6-483gRT-Fwd 5’-TACTCTATCCTCTGGAACCCACA3® | Xtr6

Xtr6-580gRT-Rev 5’-CATTCTCATTGGCTGGTTCTTAG-3 Xtré

AtIAA19-gRT-Fwd | 5-GGCGTTTATGGTAAAGGAGCTTA3’ | IAA19

AtIAA-QRT-Rev 5’-TAGGATCATACAAAGCAGGAAGC-3’ | IAA19
Actina

Actina-Fwd 5’- ATGTCGTGAGCCATCCTGTC®

Actina-Rev 5’- ACACCGGATTCGTGCGGCAT3’
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Transformacéo de leveduras e teste de duplo hibrido

A transformacgdo e crescimento da leved&acharomyces cerevisderam
realizados conforme descrito por Gietz e Woods (2002). 10 pl de pré-indculo de
levedura cepa AH109 crescida em meio YPDA (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L
peptona, 20 g/L glicose, 1 rhgadenina) foram diluidos em 5 mL de YPDA, e as
leveduras foram crescidas por 24 h, a 180 rpm e 28 °C. No dia seguinte, 1,5 mL da
cultura foi centrifugada por 2 minutos a 300@.xO sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado duas vezes com 1 ml de agua miliq autoclavada. Apds a lavagem
com agua, as células foram lavadas novamente com 1 ml de acetato de litio a 100 mM e
centrifugadas. As células sedimentadas foram adicionados: 240 pl PEG 4000 50%, 36
pl LiAc 1 M, 80 pl de ssDNA de salméo 600 mg/uL e aproximadamente 1 mg de DNA
plasmidial de interesse, diluido em 50 puL de agua. Ap6s 30 min de incubacdo em
banho-maria a 30 °C e posteriormente incubacao por 20 minutos a 42 °C, as células
foram centrifugadas novamente, lavadas com 1 ml de 4gua, ressuspendidas em 100 pL
de agua milig estéril. Em seguida, as células foram plagueadas em meio SD (6,5 mg/L
nitrogénio base, 20 g/L de glicose, 10 ml de solucdo de aminod&cidos totais depletada de
triptofano ou leucina com agar a 3% ( p/v) e pH 5,8. A placa foi incubada a 28°C por 4
dias. As células de levedura transformadas com os vetores de interesse foram
selecionadas em me&D sem leucina, triptofano e histidina para testar as interagoes.

Para identificar a possivel interacdo entre o dominio cinase de NIK1e BRI, foi
utilizado o sistema de duplo hibrido em leveduras. Para realizacdo deste ensaio,
levedurasSaccharomyces cerevisiata estirpe AH109 foram transformadas com o
clone pUFV2759, esta construcdo permite a expressao do dominio cinase de BRIl
fusionado ao dominio de ligacdo (Bfinding domaih ao DNA do transfator GAL4,
clonado por LR a partir de pUFV769 (Rocha 2007). Os transformantes foram
selecionados na auséncia do aminoécido leucina. Leveduras foram também
transformadas com o clone pUFV2760 contendo o dominio cinase de BRI1 fusionado
ao dominio de ativacdo (ABetvationdomain do transfator GAL4, obtido também por
LR clonase a partir de pUFV769. Os transformantes foram selecionados na auséncia do
aminoado triptofano. Posteriormente, os transformantes simples obtidos foram co-
transformados com os clones pUF2836 contendo o dominio cinase de NIK1 fusionado
ao BD do transfator GAL4, ou pUFV2837 construcdo contendo o dominio cinase de
NIK1 fusionado adAD do transfator GAL4, ambos clonados por LR a partir D@Ig-
KD-NIK1 (Fontes et al., 2004) ou pUFV1762 (pAD-BAK1; Sakamoto et al., 2012).
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Para a reacado de transferéncia, por LR clonasse, do dominio cinase de BRI1 para
pDEST22 ou pDEST32, foram utilizados 150 ng do vetor de destino vazio e igual
quantidade do vetor de entrada pD®N-BRI1, juntamente com 1 pl de enzima LR
Clonase Ifwvitrogen). Os transformantes positivos foram selecionados em meio LB
sdetivo com ampicilina a 100 mg/l para o vetor pDEST 22, e gentamicina a 20 mg/l
para o pDEST 32 e confirmados por meio de reacdo de PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 3. Os clones resultantes foram
denominados pUF2837 e pUFV2836, respectivamente. O mesmo foi feito para os
dominios cinase de NIK1 E BAK1l. O DNA plasmidial foi extraido pelo método lise
alcalina e utilizados para a transformacao das leveduras.

As proteinas com capacidade de interagiivo com BRI1 foram identificadas
mediante selecdo das colbnias de levedura que apresentaram crescimento em meio SD/-
Leu/-Trp/-His + 10mM 3AT (3-amino 1, 2, 4 triazol). As possiveis interacfes foram

observadas apos 4 dias de incubacéo a 28 °C.

Tabela 30ligonucleotideos utilizados para confirmacéo das construcfes génicas.

Oligonucleotideo| Sequéncia 5°- 3’ Nome do gene
iniciador
Dominio cinase d¢
Kd-NIK-Fwd 5’- TTTGATCAAGTCTCAS3’ NIK1
5-AGAAAGCTGGGTCTCATAATTTTCCT 3’ Dominio cinase d¢
Kd-BRI-Rvs BRI1
5’- CGCCCTTCGCCCTCGCCGGACAG- NIK1
AtNIK1-Rvs

5’AGAAAGCTGGGTCTTATCTTGGACCCGAGG| BAK1
AtBAK-Rvs GGTA-3

DEST 22-Fwd 5’-AGCCGACAACCTTGATTGGAGACS’
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Proteinas quiméricas por troca dos dominios cinase e LRR entre BAK1 e
NIK1 s&o corretamente expressas e localizadas na membrana plasmatica em

linhagens transgénicas.

BAK1 e NIK1 séao proteinas de membrana com grande similaridade estrutural
(Figura 4). Baseado em analise filogenéticas de dominio cinase e dominio extracelular,
estas duas proteinas foram incluidas na subfamilia Il de LRR-RLKSs, devido a presenca
de cinco repeti¢cBes ricas em leucina (LRRs) em seus dominios extracelulares. Embora
NIK1 e BAK1 sejam estruturalmente relacionadas (Figura 4), duas linhas de evidéncia
indicam que estes receptores de membrana sejam funcionalmente divergentes. Primeiro,
o0 mecanismo que fundamenta a via de defesa antiviral mediada por NIK1 é
absolutamente divergente do mecanismo de imunidade engatilhada por PAMPs mediada
pelo co-recpetor BAK1 (Jordét al., 2016 Zorzattoet al, 2015). Em segundo lugar, o
transcriptoma induzido por inativacdoo de NIK1 no mutaritd parece estar em
perfeito contraste com as respostas moleculares induzidas pela ativacdo de BAK1
(Machadoet al, 2015 Zorzattoet al, 2015). Por meio de andlise de RNa-seq, que
permite avaliar diferencialmente a expressao génica global, foi observado que no
mutante denikl genes relacionados com a resposta a BR sao regulados positivamente
(Machadoet al, 2015). Tais genes foram sub-categorizados como centros de controle
na diferenciacdo celular, desenvolvimento da floracdo e desenvolvimento pos-
embrionario. Com relacdo a genes envolvidos com mecanismos imunolégicos dos
vegetais, foi possivel observar a expressdo diferencial de genes induzidos que
participam da resposta a acido salicilico (SA) e sinalizacdo em respbatzérias
(Machadoet al, 2015). Estas observacdes sugerem que NIK1 possa atuar como um
regulador negativo da resposta a BR, desempenhando um papel oposto ao de BAK1 na
via de desenvolvimento mediada pelo receptor de BR, BRI1. Além disso, também
sugerem que BAK1l e NIK1 desempenham um papel inverso na via de resposta a
estresses bioticos e resposta a SA. Recentemente, nosso grupo de pesquisa confirmou
que NIK1 funciona como modulador negativo na imunidade induzida por PAMPs

(Elizabeth Fontes, comunicagao pessoal)
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Figura 4 Comparacdo das proteinas NIK1 e BAK1l. Os retangulos em verde e

vermelhos representam as repeticdes ricas em leucinas (LRR) 1 e 2 respectivamente, 0s
pretos representam o0s dominios transmembranas e o0s azuis indicam os dominios
cinasesOs asteriscos representam os sitios conservados entre as proteinas. Um ponto
representam aminoacidos com a mesma carga, dois pontos representam aminoacidos

com as mesmas caracteristicas (hidrofébicos, polares, acidos ou basicos).

Com a finalidade de avaliar a participacdo de NIK1 na via de resposta a BRs
foram construidas proteinas quiméricas por meio de trocas dos dominios extracelulares
LRR e dos dominios intracelulares ser/thr cinases entre BAK1 e NIK1, conforme

demonstrada na Figura 5. A proteina quimérica NIK1-BAK1 (Figura 5), contém o
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dominio extracelular LRR, seguido de uma pequena regidao transmembrana de NIK1 e o
dominio cinase de BAK1 no carboxi-terminal. Uma troca inversa desses dominios foi
feita, gerando a proteina quimérica BAK1-NIK1 (Figura 5), onde o dominio
extracelular LRR de BAK1 com uma pequena regido transmembrana foi fusionado a
uma pequena regido transmebrana de NIK seguido de seu dominio cinase. Ambas as

proteinas quiméricas foram fusionadas a proteina GFP.

Dominio GFP- Green
Dominio extracelular transmembrana Dominio intracelular  Fluorescent Protein
28 229-249 620
32 249 —269 638

BAK1  N-terminal C- Terminal

BamH |

BamH |

Figura 5 Representacao esquematica das proteinas quiméricas NIK1-BAK1, BAK1-
NIK1, clonadas a partir de NIK1 e BAKL.

As construcBes de DNA foram utilizadas para transformar linhagens. de
thaliana nocauteniklalelos nulosg a expressdo dos genes quiméricos confirmada por
RT-PCR e por microscopia confocal (Figura 6). A microscopia confocal confirmou
uma concentracao de fluorescéncia na membrana plasmatica, indicando que as proteinas
guiméricas BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 foram corretamente localizadas nas células

transfectadas.



A Columbia NIK1 BAK1

nik1 NIK1-BAK1 BAKI1-NIK1
B Kb 1 2 3 4 56 7 8
1.2 —— [TRg— KD of BAK1
0.75 —— — - KD of NIK1

085 — -.-"." Actin

Figura 6 Expressdo das proteinas quiméricas em Arabidopsis thaliana. (6A)
Localizagdo das proteinas quiméricas na membrana plasmatica de raizes de A. Thaliana.
A fluorescéncia de GFP foi detectada por microscopia de fluorescéncia confocal. (6B)
RT-PCR foi feita com RNA extraido de Columbia (pogos 1 e 2), nikl (pogos 3 e 4),
mutante nikl transformado com 35S:NIK1-GFP (poco 5), 35S-BAKI1-GFP (pogo 6) e
proteinas quiméricas NIK1-BAK1 (pogo 7) e BAK1-NIK1 (poco 8). Nos pocos 1, 3,5 ¢
8 foi utilizado o iniciador foward (FWD) para o dominio cinase de NIK1 e de BAK1
nos pogos 2, 4, 6 e 7, o iniciador reverso (RV) para o gene da proteina GFP foi utilizado

em todas as reagoes.

As proteinas quiméricas exibem transdominancia negativa sob BAK1,
indicando que dominios de NIK1 podem interferir negativamente com

desenvolvimento

Plantas mutantebakl-4 apresentam fendtipo ando e crescimento da roseta
reduzido quando cultivadas em dias curtos (8h luz/16h escuro), e redugédo do
comprimento de hipocoétilo de plantulas estioladas cultivadas em meio suplementado
com BL na auséncia deZiWanget al, 2004). O comprimento da raiz e do hipocaotilo

de plantas estioladas é uma caracteristica comum utilizada para avaliar o crescimento de
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plantas, tanto quanto na resposta a BR (Warad.,2012; Zhacet al, 2016), quanto a
outros reguladores de crescimento como giberelina (Claeys et al.,, 2014) e auxina
(Tatematsu et al., 2004; Wang et al., 2016). Desta forma, para avaliar o papel de NIK1
no desenvolvimento e também sua resposta em fotomorfogénse, os mutanitdsede

as linhagens transgénicas expressando NIK1 ou as proteinas quiméricas BAK1-NIK1 e
NIK1-BAK1 no gendtipo nikl foram crescidas em solo e meio MS puro e
fenotipicamente avaliadas. Linhagens Col-Ba&1-4foram incluidas no ensaio como
controles positivo e negativo, respectivamente.

Consistente com seu papel como co-receptor na via de sinalizacdo a BRs, o
nocautebak1-4 apresentou um fenétipo de crescimento prejudicado, enquanto que o
nocaute denikl foi ligeiramente menor do que as linhagens controle Col-0 (Figura 7).
Provavelmente, o ligeiro defeito no crescimentaittd se deve a ativacao constitutiva
do sistema imune inato de plantas no mutamké&, recentemente demonstrado pelo
nosso grupo de pesquisadores (Elizabeth Fontes, comunicacdo pessoal). Os fenoétipos
das plantas transformadas com os genes quiméricos foram entdo comparados com o
ecotipo Columbia e comikl, bakl-4e nikl complementada com 35S:NIK1-GFP. A
expressdo de NIK1 emikl reverte o fenoétipo do mutante e as linhagens
complementadas possuem o crescimento comparado com as plantas controles (linhagem
35SNIK1-5). Porém, a expresséo dos genes quiméBed€l-NIK1e NIK1-BAK1lem
nikl além de ndo reverter o fenétipo de Columbia, intensifica o fenétipo ando nas
plantas transgénicas, se assemelhando ao fenétipo de crescimento defeihaddode
(Wang et al., 2004). Uma vez qoil possui 0 gene intacto de BAK1, os resultados
indicam que possivelmente as proteinas quiméricas interfiram na atividade de BAK1
endodgeno, atuando como genes transdominantes negativos e inibindo a via de
sinalizacdo a BRs. Tais fendétipos corroboram os resultados opidog/ang et al.
(2008) que determinaram por meio de mutacdes pontuais em BAK1, que para o sinal
induzido por BR passar do meio extracelular para o meio intracelular € necesséario que
ocorra fosforilagdo de residuos de treonina especificos de BAK1 na porcéo intracelular
tais como T450 e T455, os quais nao estdo presentes na quimera BAK1-NIK1, uma vez
gue o dominio intracelular de BAK1 foi substituido.

Expressao de BAK1-NIK1 resulta em um fenétipo ando mais acentuado do que
aquele gerado pela expressdo da quimera NIK1-BAK1 (Figura 7). Sabe-se que a
interacdo de BAK1 e BRI1 n&o é dependente de fosforilacdo (Nan e Li, 200@)nde
que a quimera BAK1-NIK1 pode competir por ligacdo ao BRI1 com o BAK1 endogeno
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por meio de seu dominio extracelular, impedindo a transducéo do sinal induzido por
BR. No caso de NIK1-BAK1, o fen6tipo do mutabikl-4 ndo é totalmente resgatado,

uma vez que NIK1 age regulando negativamente a via de resposta a BR por meio da
ligacdo a BRI1, como comprovado pelo ensaio de duplo hibridos em leveduras.
Competindo também desta forma, com BAK1 impedindo a transducdo do sinal. Estes
resultados sugerem que NIK1 pode interagir com BAK1 modulando a formacao do
complexo BRI1/BAK1/BR. Recentemente, foi demonstrado que NIK1 intenageo

com BAK1 e FLS2 para inibir a resposta imune da planta (E.P.B. Fontes, comunicacao
pessoal), possibilitando a interferéncia genética de um receptor mutante sobre o outro

normal.

nikcl bak 1-4

35S-NIK1-8 35S-NIK1-BAK 1 35S-BAK1-NIK1

Figura 7 Fenotipos de A. thaliana ecotipo Columbia, mutantes nocautes para ¢
NIK1 (nikl, Salk 060808) e BAK1l (bakl Salk 034523) e de linhagens
transformadas com 35S:NIK1-GFP e as proteinas quiméricas(35S:BAKI1-N
35S:NIK1-BAK1.

Como parametro adicional de desenvolvimento, foi avaliado o crescimento do
hipocotilo na presenca e auséncia de luz (Figura 8B)eBhquanto que o crescimento
de hipocotilo debakl-4 tanto na presenca de luz como no escuro, foi reduzido em

comparacao a Col-0, o tamanho do hipocétilmiété foi similar ao controle; porém, no
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escuro, foi observado, aos 14 dias de crescimento, um efeito negativo pela inativacao do
gene NIK1 no crescimento do hipocétilo, embora menos acentuado do que aquele
observado emakl-4 Expressdo dos genes quiméricos BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 no
nocautenikl, resultou em um efeito transdominante negativo sob BAK1 enddgeno, uma
vez que as plantas transformadas com o0s genes quiméricos mimetizando
quantitativamente o fenétipo dmkl1-4 No crescimento de hipocoétilo na presenca de

luz. Entretanto, no escuro, observa-se que as plantas transgénicas NIK1-BAK1
apresentam um fendtipo mais fraco de hipocaétilo reduzido do que as linhagens BAK1-
NIK1, sugerindo que a quimera BAK1-NIK1 possa ter um efeito transdominante
negativo sob BAK1 geneticamente predominante. Coletivamente, estes resultados de
fotomormogénese e crescimento de plantas sugerem que NIK1 possa funcionar como
um regulador negativo de vias de sinalizacdo de desenvolvimento. Esta interpretacdo €
baseada nos fendtipos resultantes da expressao de proteinas quiméricas contendo os
dominios de NIK1, uma vez que o fenétipordlel com relacdo ao desenvolvimento é
mascarado pela capacidade de NIK1 de funcionar como modulador negativo da resposta

imune em plantas.
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Figura 8 Crescimento de hipocotilo nos diferentes gendtipodraeidopsis thanana

em meio MS puro e suplementado com BL a 2 |1BW) (Crescimento de hipocdtilo na
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presenca de luz em meio MS pur@B) Crescimento de hipocotilo na auséncia de luz
em meio MS puro.8C) Crescimento de hipocétilo na luz em meio MS suplementado
com BL a 2 uM. (8D). Crescimento de hipocétilo na auséncia de luz em meio
suplementado com BL a 2 uM. Barras seguidas de *, ** ou *** diferem
significativamente de Columbia pelo teste T ndo paramétrico ao nivel de significancia

de p<0.05, p<0.01 ou p<0.001, respectivamente.

Constantemente as plantas estdao sujeitas a encontrar uma variedade de
patégenos e insetos herbivoros, e ao mesmo tempo precisam alocar recursos para o
crescimento e desenvolvimento. Crescer ou defender torna-se entdo um desafio de vida
ou morte, uma vez que tanto o crescimento e defesa requerem dispendiosos gastos
energéticos. Portanto, programas de defesa estdo desligados durante o crescimento
normal. O contrario ocorre quando o vegetal é atacado por agentes patogénicos ou
herbivoros, vias de resposta imune devem estar ativas, enquanto vias de crescimento e
desenvolvimento devem estar desligadas para priorizar recursos e energia para a defesa
(Chaiwanoret al, 2016). Assim, equilibrando o balancgo entre estas duas vias, o vegetal
consegue se defender contra ataque de patdgenos e crescer no momento oportuno, e isso
envolve interacdes complexas entre as vias de sinalizacdo de defesa e crescimento
(Duran e Zipfel 2015; Wang e Wang, 2014). A funcdo de NIK1 na defesa antiviral esta
bem definida, uma vez que Zorzatto et al. (2015) descreveram o mecanismo de defesa
mediado por NIK1 contra begomovirus. Recentemente, foi demonstrado que NIK1 age
como regulador negativo na imunidade de plantas (Macttaalg 2005). Os resultados
da presente investigacdo indicam que NIK1 também pode estar envolvido na via de
desenvolvimento por BRs como regulador negativo. Neste caso, o fendtiuklde
deveria se opor ao fendétipo de BAK1 no desenvolvimento, ou seja, as plantas mutantes
nik1 deveriam ser maiores que Col-0. Uma vez que NIK1 também regula negativamente
vias de defesa contra patégenos, o crescimento e desenvolvimenikl dweria o
resultado da ativacao da via de sinalizagéo por BRs que acelera o desenvolvimento e da

ativacdo do sistema imune das plantas que retarda o desenvolvimento das plantas.

O efeito negativo de NIK1 no desenvolvimento estd associado ao seu

impacto na via de sinalizagéo por BR.
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Considerando a capacidade de NIK1 de interagir com BAK1, demonstrado
previamente (E.P.B. Fontes, comunicacdo pessoal), e dos dominios de NIK1 de
exercerem um efeito transdominante negativo sob BAK1l e no desenvolvimento,
demonstrados na presente investigacdo, torna-se razoavel supor que NIK1 estaria
modulando negativamente a via de sinalizacdo a BR. Para se avaliar o efeito das
mutacdes e das proteinas quiméricas especificamente na sinalizagcdo por BR, o
crescimento das plantas foi avaliado em meio suplementado com BL a 2 um (Eigura 8
8D e Figura §
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Figura 9 Efeito de BL no crescimento do hipocaétilo Aleabidopis thaliana Efeito do

BL no crescimento de hipocétilos na luz co®A) 3 ©OB) 7 e OC) 14 dias de
desenvolvimento. Efeito do BL no crescimento de hipocotilos na auséncia de luz com
(9D) 3, OE) 7 e OF) 14 dias de desenvolvimento.FOvalor de comparacédo das meédias
pelo teste T € mostrado acima das barras comparadas, significancia > 0,05
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Enquanto que em Col-0 a adicdo de BL promoveu um incremento significativo
no crescimento de hipocétilo sob condi¢cbes de luz, que se intensificou com o tempo
(compare a significancia estatistica de 3 ate 14 dias ap0s tratamento), o bakante
nao respondeu ao tratamento com BL, ndo se observando o estimulo do horménio no
crescimento do hipocotilo, uma vez do@kl-4¢€ insensivel a BR (Figuras 8C e 9).
Resultados similares foram encontrados por outros autores utilizando diferentes
concentragdes de BL ao meio, atingindo uma dose de 100 nM sem haver resposta
significativa a adicdo de BL (Schwessingeml, 2011), sempre apresentando fenotipo
de crescimento reduzido, semelhante ao mutante hipo-sensivebdlBielos nulos
(Nam e Li 2002).

Como um possivel modulador negativo da via de sinalizacdo de BR, esperava-se
gue nikl apresentasse um fendtipo hipersensivel a BR. Entretanto, considerando o
estimulo ao alongamento do hipocétilo ocorrendo apenas apos 14 dias, de tratamento
com BL, a sinalizagdo de BR parece ser ativadanieh e em niveis inferiores ao
controle Col-0. Uma vez quélK1 pertence a uma pequena familia multigénica, sendo
representada por pelo menos trés paralogos no genoma de ArabibtfsjS\IK2 e
NIK3, é possivel que, devido a redundancia de funcdo, ndo seja possivel observar
fen6tipos em mutantes simples. Entretanto, a expressao das quimeras BAK1-NIK1 e
NIK1-BAK1 no nocautenikl restaurou o fenétipo déakl-4 insensivel a BR,
demonstrando a interferéncia negativa das quimeras em genotipos que expressam BAK1
normal, comaikl (Figura 9C).

Sob condi¢des de escuro, na qual a sinalizacdo de BR é altamente ativada com
crescimento acentuado do hipocoétilo, o estimulo pela adicdo de BL foi menor, mesmo
no controle positivo Col-0 (Figuras 9D, 9E e 9F).

Mutantes deficientes de sinalizacdo por BR apresentam fenotipos caracteristicos
e semelhantes entre si, incluindo estatura reduzida, folhas da roseta verde-escuro e
compactadas, pelos radiculares anormais, desenvolvimento vascular irregular, floragcao
atrasada e senescéncia, reducao da fertilidade masculina, diminuicdo da germinacéo de
sementes, fotomorfogénese e escotomorfogénese alterada (Clouse, 1996 e Kwon e
Choe, 2005). Por meio das andlises fenotipicas de plantas expressando as quimeras
BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 é correto afirmar que estas plantas transgénicas sao
insensiveis a BR apresentando fendtipo caracteristico condizente com o fendtipo de

bakl-4 Coletivamente, estes resultados fenotipicos de desenvolvimento sugerem que
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BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 regulam negativamente a via de resposta a BR, como ja
pressuposto por Machado et al., (2015).

Para confirmar o efeito negativo dos dominios de NIK1 na via de sinalizacdo d
BR, foi analisado o efeito de BL na expressdo de genes marcadores associados a
resposta a BR. Para isso, foram selecionados os Q€rRS6 e IAA19, regulados
positivamente por BR. O geneXTR6 codifica a enzima Xiloglucano
endotransglicosilase 6, enzima esta que participa em modificacdes da parede celular
necessarias para o alongamento celular, possuindo um papel chave na resposta a BR e
outros reguladores de crescimento (¥nal, 2002). O gendAA19 codifica uma
proteina reguladora da resposta a auxina também envolvida na regulacdo de genes
relacionados com o desenvolvimento induzidos por auxina eBRw (Gallego-
Bartolomeet al, 2011). Zhou et al., (2013) mostraram que o muteindeé insensivel a
BR, apresentando fenotipo caracteristico de outros mutantes hiposensiveis a BR como o
mutante bzrl-d proteina chave na via de resposta a BRs.

Condizente com os fendtipos de crescimento de roseta e hipocotilo (Figuras 7 e
8), 0 geneXTR6Nas linhagens BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 foi regulado negativamente
em resposta a BL, em contraste as linhagens ColrlkEe complementada com
35S:NIK1-GFP (NIK18), (Figura 10). Embor&XTR6tenha sido fracamente induzido
na linhagem NIK1-8, quando comparado com Col-0, diferentemente das quimeras
BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1, o geneXTR6na linhagem NIK1-8 responde positivamente
a adicdo de BL ao meio, condizente com o crescimento da roseta caracteristico dessa
linhagem (Figura 7). De fato, NIK1-8 apresenta um fenétipo bem mais préximo de
Columbia do que deikl, bakl-4ou das linhagens transgénicas BAK1-NIK1, NIK1-
BAK1. Porém a adicdo de BL ao meio reprimiu a expressao deste gene na linhagem T2
6.2 de BAK1-NIK1 e nas duas linhagens T1-7 e T1-9 de NIK1-BAK1.

Ensaios independentes de hibridizacdes em microarranjos de DNA identificaram
0 transcriptoma induzido por BR, incluindo no elenco de genes induzidos por BR, ndo
somente 0 gen&XTRG mas também outros genes codificadores de enzimas que
participam de modificagdes da parede celular, incluindo XETs, beta-1,4 glucanases,
poligalacturonase, pectinesterase e expansinas (He et al., 2003; Mussig et al., 2002; Yin
et al., 2002). Estes genes séo de fundamental importancia para o alongamento e divisdo

celular.
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Figura 10 Acimulo dos transcritos de genes marcadores da via de resposta a BR. qRT-
PCR utilizando os oligonucleotideos especificos para os gen&3 9e (B)IAA19de
Arabidopisis thalianacrescidas em meio contendo BL a 2 uM ou controle sem adicao
de BL ao meio de crescimento. Os dados foram normalizados utilizando o gene
AtActinae o grafico foi plotado com os dados de expressdo relativa dos genes em
relacéo a linhagem controle ndo tratada (Columbia, CTR) utilizando o métdh 2

As plantas foram crescidas 48h em meio MS contendo BL.

Com relacédo ao genAA19,a adicado de BL ao meio de crescimento induziu sua
expressdo em Col-0, sendo que nas demais linhagens transgénicas estudadas, o referido
gene nao foi induzido por BL indicando defeitos na sinalizagéo por BR (Figure 9B).
Estes resultados sdo condizentes com os fenétipos de crescimento da roseta e de
hipocotilo das linhagens transgénicas BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 (Figuras 7 e 8). A
expressdo do gedA19 é induzida tanto por BR quanto por auxina (IAA), porém com
cinéticas distintas. A expressdo do geAA19 apls o tratamento com BL atinge
ponto maximo de indug¢do com cinética tardia, enquanto que o ponto maximo apos a
inducéo de auxina ocorre com cinética mais precoce, sendo que o0 momento e® nivel d
pico de inducdo por BL s&o independentes da concentracdo de BL (Nakamura et al.,
2003). Embora IAA e BL ativemlAA19 uma série de caracteristicas distinguem
indugéo por BL e por IAA. Indugédo por IAA é ingrime e transitoria, possuindo um
sistema de auto repressdo (Hagen e Guilfoyle, 2002). Em contraste, a inducdo por BL é
gradual e continua, ndo havendo indicios para um sistema de auto repressao na inducéo

por BL. Sendo assim, BL induz a expresséo deste gene por um mecanismo diferente do
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de auxinas. Além disso, a inducado por IAA é dependente da dose e € mais elevada em
concentragcbes mais elevadas, enquanto que a inducdo por BL é independente da dose
entre 10 nM e 1 uM. Isto deve-se provavelmente porque a resposta BL é saturada a
tratamentos com BL superiores a 10 nM (Nakamura et al., 2003). Baseado no perfil de
inducédo dos genesTR6e IAAL19 por BL, associado ao fenotipo de desenvolvimento e
fotomorfogénese dos gendtipos analisados, pode-se concluir que, assilva&drdoas
linhagens BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 sdo deficientes quanto a capacidade de transmitir

o sinal induzido por BR, e que BAK1-NIK1 apresenta uma acentuada insensibilidade a
BL quando comparada a NIK1-BAK1.

Interacéo entre os dominios de cinase de BRI-1 e NIK1 em leveduras

Sendo as linhagens BAK1-NIK1 e NIK1-BAK1 insensiveis a BR, e levando-se
em consideragdo que as quimeras acumuskacorretamente na membrana plasmatica e
sao funcionais, uma vez que foram capazes de inibir a sinalizacdo de BiRlem
hipétese consistente com estes resultados seria que as quimeras funcionem como alelos
transdominantes negativos da funcdo de BAKIL. Esta hipGtese é reforcada pela
observagdo prévia de que NIK1 interage com BAKL vivo (E.P.B. Fontes,
comunicacao pessoal). Entretanto, ndo se sabe se NIK1 interage diretamente com BRI1
para inibir a via de sinalizagéo por BR. Com a finalidade de determinar a capacidade do
dominio cinase de NIK1 de interagir com BRI1, foi realizado o ensaio de duplo hibrido
em leveduras. Os dominios cinases de BRI1 e de NIK1 foram fusionados tanto ao
dominio de ligacdo (BD) quanto ao dominio de ativacdo (AD) de GAL4 e avaliados em
pares quanto a capacidade de transativar o gene regdt& Os duplos
transformantes foram plaqueados, em diferente diluicbes, no meio SD-Leu-Trp para
confirmar a transformacao dupla, e no meio sem histidina e suplementado com 3AT,
para confirmar interacdo entre as proteinas. Co-expressdo dos dominios de cinase de
BRI1 e NIK1 em leveduras conferiu prototrofia a histidina, demonstrando que o
dominio de cinaseaNIK1 interage com BRI1 em leveduras, assim como o dominio de
cinase de BAK1, utilizado como controle positivo.

Levando-se em consideracdo que NIK1 interage com BAKdvo e com BRI1
em leveduras na auséncia de estimulos (Figura 11), e bassands-analises de

ativacao da via de sinalizagdo nas linhagens NIK1-BAK1 e BAK1-NIK1, um modelo de
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atuacdo dos dominios de NIK1 na sinalizacdo por BR é proposto (Figura 12). Neste
modelo, em condigbes normais, tanto BRI1 quanto BAK1 formaria um complexo
inativo com NIK1, nos mesmos moldes do complexo formado com BIK1. Em
condicOes de sintese e sinalizacdo a BR, o hormonio se ligaria a BRI1 promovendo a
ligacdo com BAK1 e liberacdo dos inibidores BIK1 e NIK1. Sendo NIK1 um inibidor

da via de sinalizacdo de BR, o seu dominio cinase ndo complementa a fungdo positiva
do dominio cinase de BAK1 para a transducdo de sinal. Sendo assim, em plantas
expressando BAK1-NIK1, a presenca do horménio em eventos de desenvolvimento
promoveria a dimerizacao tanto de BAK1 quanto de BAK1-NIK1 com BRI1, formando
um complexo inativo para sinalizacdo. Uma vez que a expressao de BAK1-NIK1 em
plantas expressando BAK1 normal recapitulou os fenétipos tipicos do nbedite
pode-se interpretar que a quimera funciona com um alelo transdominante negativo para
a funcdo de BAK1l. Em plantas expressando NIK1-BAK1, o receptor quimérico, por
nao ter o dominio LRR de BAK1, ndo seria sequestrado pelo receptor BRI1 na presenca
do horménio. Na presente investigagdo, a quimera BAKI1-NIK1 inibiu mais
eficientemente a sinalizacédo por BR do que a quimera NIK1-BAK1. Entretanto, ndo foi
determinado se a eficiéncia com que o horménio promove a dimerizacdo de BRI1 com o
dominio extracelular LRR é o fator determinante da inibicdo forte promovida pela
quimera BRAK1-NIK1. Alternativamente, uma baixa dependéncia de fosforilagbes em
NIK1 mediadas por BAK1 para dissociacdo do complexo poderia justificar o fenotipo
menos acentuado resultante da quimera NIK1-BAK1l. E provavel ainda que
simplesmente a expressao diferenciada das quimeras nas plantas transgénicas justifique
a intensidade do fendtipo resultante em cada linhagem. Para eliminar esta Gltima
hipétese, torna-se absolutamente necessario que a expressao génica nas quimeras nas

diferentes linhagens transgénicas seja quantificada.
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SD-Leu -Trp SD-Leu -Trp -His SD-Leu -Trp-His+
7.5mM 3AT

Figura 11 Leveduras cotrasnformadas com BD-NIK1 e AD-BRI1 apresentam
prototrofia & histidina, indicando a interacdo das proteinas sinalizadoras NIK1 e BRI1.
Células de levedura expressando as proteinas recombinantes indicadas foram avaliadas
quanto a sua prototrofia a histidina, sendo plaqueadas em meio seletivo deficiente dos
aminodcidos leucina, triptofano e histidina, suplementado com 7,5 mM de 3AT. Como
controle positivo leveduras foram cotrasnformadas com AD-BRI1 e BD-BAKL e
controle negativo leveduras foram cotrasnformadas BDRBRI1 e BD-NIK1, foram

cotransformados com o AD @@AL4
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BRI1
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BAK1-

NIK1 NIK1-
 -—
BAK1

Sinalizagdo BR

Figura 12 Via de sinalizagdo mediada pelo receptor de membrana BRI1 em
Arabidopsis, regulada por NIK1 e quimeras NIK1-BAK1 e BAKI1-NIKla N
auséncia de BR, BRI1 enco@be na sua forma inativa, na presenca de BR, BRIl
recruta BAK1 para sua proximidade e dimerisa-se, a dimerizagdo induz a
transfosforilacdo dos dominios citoplasmatico de ambas as proteinas culminado na
ativacdo da cinase de BRI1. Na auséncia de BR NIK1 se mantém ligadéla BR
regulando negativamente a via de resposta a BR. A presenca de BR induz a dissociacéo
entre NIK1 e BRI1, BRI1 se liga a BAKL e a via de resposta € ativada. As gslimera
NIK1-BAK1 e BAK1-NIK1 regulam negativaente a via de reposta a BR, na auséncia

ou presenca de BR a quimera NIK1-BAK1 regula a via negativamente da mesma forma
gue NIK1. Na auséncia e na presenca de BRs a quimera BAK1-NIK1 seBRH a

porém, ndo a ativagdo da cinase e transmissdo do sinal do meio exterior para 0 meio
interior da célula, uma vez que na quimera BAK1-NIK1 estdo ausentes sitios de
fosforilacdo especificos de BAK1 necesséarios para a transducdo do sinal do meio

extracelular para o meio intracelular.
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CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicam que NIK1 desempenha um duplo papel em
processos bioquimicos na célula vegetal. O seu papel na via de defesa contra
germinivirus ja esta bem definido, embora, ainda existam lacunas a serem descobertas,
uma vez que nao se sabe qual estimulo induzido pela infeccao viral induz a fosforilagcao
da Thr474 culminando na ativacao da cinase. Nesta investigagdo, pela primeira vez, foi
descrita a funcdo de NIK1 como proteina reguladora da via de BRs, apresentando uma
funcdo similar a da proteina BKI1, a qual se mantém ligada a BRI1 regulando
negativamente a via na auséncia de BRs. Embora a fungcdo moduladora de NIK1 em
vias de desenvolvimento ndo foi demonstrada por genética reversa, provavelmente
devido a redundancia de funcéo dos paralogos de NIK1 em Arabidopsis, diversas linhas
de evidéncia indicam que NIK1 regula negativamente a sinalizacdo por BR.
Inicialmente, foi demonstrado que a expressdo das proteinas quiméricas BAK1-NIK1 e
NIK1-BAK1, contendo os dominios funcionais de NIK1, causa reducdo global do
crescimento, similarmente ao fendtipo de plantas deficientes na sinalizacdo por BR,
como bakl-4 Em segundo lugar, foi demonstrado que as proteinas quiméricas
interferem diretamente na sinalizacdo por BR, uma vez que o tratamento com BL néo
estimulou o alongamento do hipocotilo e, tampouco, induziu a expressao de genes
marcadores associados a sinaliza¢do por BR nas linhagens transgénicas expressando os
genes quiméricos. Estes resultados indicam que os transgénicos quiméricos funcionam
como alelos transdominantes negativos na via de sinalizacado por BR. Finalmente, foi
demonstrado, por meio de ensaio de duplo hibrido em leveduras, que o dominio cinase
de NIK1 interage com o dominio cinase de BRI1, fundamentando a hipétese para a
transdominancia negativa dos alelos quiméricos na sinalizagdo por BR. Considerando
que foi demonstrado previamente que NIK1 também interage com BAKL, torna-se
razoavel propor um modelo de atuacdo que preconiza que, sob condi¢cdes normais,
NIK1 forma um complexo com BAK1 e BRI1, impedindo associa¢cédo dos receptores na
auséncia de BR. Presenca de BR provoca a dissociacdo de NIK1 e simultanea
associagcédo de BAK1 com BRI1, formando um complexo ativo para transdugao do sinal

de desenvolvimento.
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