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RESUMO

ROCHA, Carolina da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2007. Identificagcdo de componentes da via de sinalizacdo mediada pela
proteina NIK, um receptor que interage com a proteina NSP de
geminivirus. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-
orientadores: Luciano Gomes Fietto e Francisco Murilo Zerbini Janior.

As proteinas da familia das LRR-RLKs (receptor-like-quinases com
repeticdes ricas em leucina) possuem uma relevancia conceitual em eventos de
sinalizacdo mas, em plantas, a informacdo funcional ainda é restrita a alguns
membros desta familia. Os receptores NIK1, NIK2 e NIK3 de Arabidopsis
thaliana pertecem a sub-familia LRRII-RLK e foram inicialmente identificados
pela sua capacidade de interagir com a proteina NSP de geminivirus. Em
resposta a um estimulo desconhecido, NSP-interacting kinases (NIKs) sé&o
ativadas apdés a formacdo de dimeros e autofosforilacdo intermolecular. A
inibicAo da autofosforilacdo de NIK por NSP e a inativacdo de genes NIKs
aumenta a suscetibilidade a infeccdo viral, sugerindo que esta proteina estaria
envolvida em uma via de defesa contra a infeccdo por geminivirus. Os
componentes downstream dessa via de sinalizacdo, mediada pela proteina NIK,
ainda ndo foram identificados. No presente estudo foi descrita a caracterizacdo
bioquimica e funcional de duas proteinas ribossomais, L10 e L18, as quais foram
capazes de interagir com a proteina NIK através do sistema de duplo hibrido de
leveduras. Estudos in vitro demonstraram que a proteina NIK é capaz de
fosforilar a proteina L10, mas ndo L18. Entre os membros da familia LRRII-RLK,
a proteina NIK2 fosforila L10, enquanto NIK3 apresenta uma baixa capacidade
de fosforilagdo do substrato. No entanto, a proteina de desenvolvimento SERK1

nao utiliza L10 como substrato. Ensaios de expresséao transiente, em plantas de

viii



tabaco, revelaram que a proteina L18 esté localizada no citoplasma, bem como
ao redor do nacleo e no nucléolo de algumas células. Por sua vez, em 97% das
células, L10 foi localizada apenas no citoplasma, embora tenha sido encontrada
no nucleo, em aproximadamente 3% das células observadas. A expressao
transiente de NIK1 e NIK2 redireciona a proteina L10 para o nucleo em
aproximadamente 30% das células. Em contraste, NIK3 n&o relocaliza a proteina
L10 para o nucleo, e L18 ndo muda sua localizagdo na presenca das NIKs. Em
plantas infectadas com TGMV, observou-se mudanca apenas na localizacéo
citoplasmatica de L10, acumulando-se em pontos do citoplasma quando nao co-
localizada com NIK. Para se comprovar geneticamente as interacdes de L10-NIK
e L18-NIK, alelos nulos para os genes L10 e L18 de Arabidopsis, contendo
insercdo de T-DNA, foram obtidos e inoculados com o CaLCuV. A inativacdo dos
genes L10 e L18 recapitulou o fenétipo de suscetibilidade aumentada de nikl e
as plantas knockout, principalmente 110, apresentaram sintomas severos e taxa
de infec¢do alta quanto comparados com as plantas selvagens columbia. Os
resultados deste trabalho sdo consistentes com um modelo que posiciona as
proteinas ribossomais L10 e L18 como componentes funcionais da via de
sinalizacdo de defesa mediada pela proteina NIK, sendo L10 um componente

imediatamente downstream ao receptor transmembrana.



ABSTRACT

ROCHA, Carolina da Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August of 2007.
Identification of components of the signaling pathway mediated by NIK
protein, a receptor that interages with the NSP protein of geminivirus.
Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-Advisers: Luciano Gomes Fietto
and Francisco Murilo Zerbini Janior.

Proteins of the family of LRR-RLKSs (receptor-like-kinases with leucine-rich
repeats) have a conceptual relevance in signaling events but in plants
information regarding function is limited to a few members of this family. The
receptors NIK1, NIK2 and NIK3 of Arabidopsis thaliana belong to the sub-family
LRRII-RLK and were initially identified by their capacity to interact with the
geminivirus NSP protein. In response to an unknown stimulus, NSP-interacting
kinases (NIKs) are activated after the formation of dimmers and intermolecular
autophosphorylation. The inhibition of autophosphorylation of NIK by NSP and
the activation of NIK genes increase the susceptibility to viral infection,
suggesting that this protein is involved in a defense pathway against geminivirus
infection. The downstream components of this pathway, mediated by the protein
NIK, have yet to be identified. In the present study, the biochemical and
functional characterization of two ribosomal proteins, L10 and L18 were
described, these being capable of interacting with the protein NIK via the yeast
two-hybrid system. In vitro studies demonstrated that the protein NIK is capable
of phosphorylating the protein L10, but not L18. Of the members of the LRRII-
RLK family, the protein NIK2 phosphorylates L10, while NIK3 presents a low
capacity for phosphorylation of the substrate. However, the development protein
SERK1 does not use L10 as a substrate. Assays of transient expression in
tobacco plants, revealed that the L18 protein is located in the cytoplasm, as well

as around the nucleus and the nucleoli of some cells. In turn, in 97% of the cells,



L10 was localized only in the cytoplasm, although it was also found in the
nucleus, in approximately 3% of the observed cells. The transient expression of
NIK1 and NIK2 redirects the L10 protein to the nucleus in approximately 30% of
the cells. In contrast, NIK3 does not relocalize the L10 protein to the nucleus, and
L18 does not change its localization in the presence of the NIKs. In plants
infected with TGMV, a change only in the cytoplasmic localization of L10 was
observed, accumulating in points of the cytoplasm when not co-localized with
NIK. To prove genetically the interactions of L10-NIK and L18-NIK, null alleles for
the genes L10 and L18 de Arabidopsis, containing T-DNA insertion, were
obtained and inoculated with CaLCuV. The inactivation of the genes L10 and L18
restored the elevated susceptibility phenotype of nikl and the knockout plants,
principally 110, presented severe symptoms and high rates of infection when
compared with the wild columbia plants. The results of this work are consistent
with a model that places the ribosomal proteins L10 and L18 as functional
components of the defense signaling pathway mediated by the protein NIK, L10

being a component immediately downstream of the transmembrane receptor.
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| - INTRODUCAO

Proteinas receptores quinases de plantas e animais possuem um papel
crucial no mecanismo de percepc¢ao e transducgéo de sinais extracelulares. Estes
receptores podem estar relacionados a varias funcdes no interior da célula, tais
como divisdo celular, metabolismo, resposta a horménios e defesa da planta
contra patdgenos (revisado por Torii, 2004). O genoma de Arabidopsis thaliana
codifica um grande nimero de proteinas quinases do tipo serina/treoninas, entre
as quais predomina a familia das proteinas leucine rich-repeat receptor-like
kinase (LRR-RLK) (revisado por Shiu e Bleecekr 2001). Os representantes da
familia das LRR-RLK possuem trés dominios funcionais: um dominio
extracelular, um dominio transmembrana e um dominio quinase intracelular. O
dominio extracelular é capaz de perceber o estimulo e transmitir para o interior
da célula através da regido quinase. Essas proteinas, uma vez ativas, se
autofosforilam e este fendmeno leva a uma cascata de sinalizacdo em resposta
ao estimulo. Esta autofosforilacdo parece ocorrer predominantemente pela
fosforilagdo intermolecular (trans), o que tem sugerido que a oligomerizacao esta
envolvida na regulacdo da atividade quinase.

Varias proteinas receptoras do tipo LRR-RLK tém sido identificadas,
estando relacionadas com desenvolvimento, resisténcia a doencas ou a
interacdo com proteinas de patdgenos. O gene ERECTA de Arabidopsis thaliana
€ responsavel pela proliferacdo de células ao longo de toda a planta, além de
estar relacionado com a resisténcia ao patdgeno bacteriano Ralstonia
solanacearum (Godiard et al., 2003). Em tomate, o gene BRI1 esté envolvido na
percepcdo do horménio brassinosteroide. Além disso, esta LRR-RLK é
responsavel pela percepcdo do peptideo sistemina, levando a ativacdo de
MAPKSs, a sintese de acido jasménico e a expressao de genes de defesa contra

insetos (Scheer e Ryan, 2002; Kandoth et al., 2007). Outra proteina envolvida na



interagcdo planta-patégeno foi identificada em tomate, através de um ensaio de
duplo hibrido, utilizando a proteina de geminivirus NSP (Nuclear Shuttle Protein)
como isca. Tal proteina, designada LeNIK (Lycopersicum esculetum NSP
Interacting Kinase), foi caracterizada como um provavel receptor transmembrana
serina/treonina quinase (Mariano et al., 2004), cujo dominio quinase, localizado
no citosol, € capaz de interagir com a proteina viral NSP. Esta proteina facilita o
transporte intracelular do DNA viral do nacleo para o citoplasma (Lazarowitz et
al., 1999) e, juntamente com a proteina MP (Movement Protein), esta envolvida
com o movimento do DNA viral de célula a célula (Noueiry et al., 1994; Ward et
al., 1997).

Os geminivirus constituem os maiores e mais relevantes grupos de virus
de plantas que infectam culturas importantes, do ponto de vista agrondmico e
econbmico, incluindo leguminosas, fumo, tomate, trigo e milho. Sao
representados pela familia Geminiviridae e apresentam capsideos icosaédricos
geminados, sendo constituidos de DNA circular fita simples, com 2500 a 3000
nucleotideos (nt), cuja replicacdo ocorre por circulo rolante, através de um
intermediario de DNA fita dupla, no ndcleo de células infectadas (Hanley-
Bowdoin et al., 1999). Esta familia é divida em quatro géneros - Mastrevirus,
Curtovirus, Topocovirus e Begomovirus (Rybicki et al., 2000), de acordo com o
tipo de inseto vetor, a gama de hospedeiros (monocotiledbneas ou
dicotileddneas) e o numero de componentes do genoma viral. Representantes
do género de Begomovirus, tal como TGMV e CalLCuV, possuem dois
componentes gendmico, DNA-A e DNA-B. O DNA-A possui cinco genes que
codificam proteinas envolvidas na replicacdo, ativacdo transcricional de genes
virais e encapsidacdo do genoma viral (Elmer et al. 1988; Fontes et al. 1992,
1994a). O componente DNA-B codifica duas proteinas de movimento, a NSP
(nuclear shuttle protein) e a MP (movement protein), ambas requeridas para a

infeccdo sistémica (Lazarowitz e Beachy, 1999; Gafni e Epel, 2002). A proteina



NSP facilita o transporte intracelular de DNA viral entre 0 nucleo e o citoplasma,
enquanto MP participa do movimento de célula a célula.

A caracterizacdo bioquimica e funcional de proteinas da planta
hospedeira que interagem com proteinas virais € de fundamental importancia
para a elucidacdo do mecanismo de infeccdo viral, bem como para a
estruturacdo de um modelo de interagdo planta:patdégeno, possibilitando o
estabelecimento de estratégias de resisténcia, por meio da engenharia genética
de plantas. Estes estudos tém sido conduzidos na identificacdo de proteinas do
hospedeiro que interagem com proteinas virais durante o processo de replicacdo
de geminivirus (Kong et al., 2000; Settagle et al., 2001; Gutierrez, 2004; Malik,
2005; Alberter et al., 2005) e com a proteina NSP de begomovirus (Mariano et
al., 2004; Fontes et al., 2004; Florentino et al., 2006). Apesar disso, a maquinaria
de transporte do hospedeiro, que possibilita a movimentacdo do virus e, como
consequéncia, a instalacdo da infec¢do sistémica, ainda ndo é bem conhecida
(Rojas et al., 2001; Zhang et al., 2001). Dentro desse contexto, é extremamente
relevante que se detectem proteinas do hospedeiro, que atuem modulando, de
forma positiva ou negativa, as atividades bioquimicas codificadas pelo genoma
viral, e que estdo envolvidas no estabelecimento do virus na planta.

Um homologo de NIK de soja, designando GmNIK (Gyicine max NIK), e
trés genes homoélogos de Arabidopsis, designados NIK1, NIK2 e NIK3, também
foram isolados pela capacidade de interacdo com NSP. A proteina NIK exibe
propriedades bioquimicas consistentes com receptores de membrana e com
uma funcao de sinalizagcdo na defesa contra infec¢@o por geminivirus (Fontes et
al., 2004). Entretanto, os componentes downstream dessa via de sinalizagéo
ainda n&o foram identificados.

Um ensaio de interagdo génica, através do sistema de duplo hibrido de
leveduras, utilizando o dominio quinase de NIK como isca, a partir de uma

biblioteca de cDNAs de Arabidopsis, permitiu identificar duas proteinas



ribossomais, L10 e L18, que foram capazes de interagir com NIK (Fontes E.P.B.,
comunicacdo pessoal). Os objetivos dessa dissertacdo foram caracterizar
bioguimica e molecularmente as proteinas L10 e L18, bem como confirmar se as
referidas proteinas, identificadas pela capacidade de interagir com o dominio
quinase de NIK em leveduras, séo integrantes da via de sinalizacdo de resposta

a infeccgdo viral, mediada por NIK.



Il - REVISAO DE LITERATURA

1- Geminivirus

1.1- Caracteristicas gerais dos geminivirus

Os geminivirus constituem um grupo de virus de plantas de grande
importancia econémica por infectar diversas culturas relevantes em todos os
continentes. A familia Geminiviridae é caracterizada pela morfologia de
particulas icosaédricas geminadas incompletas (Rojas et al., 2005), com 18x30
nm, que envolve uma molécula de DNA circular fita simples, com 2.500 a 3.000
nucleotideos, encapsidada por uma uUnica proteina estrutural (CP). De 110
mondmeros de CP sdo arranjados em 22 capsbmeros para gerar uma particula
geminada, conferindo-lhe a aparéncia de dois icosaedros incompletos (Zhang et
al., 2001; Lazarowitz et al., 1992).

Os geminivirus se replicam no nudcleo das células infectadas, utilizando
maquinaria de circulo rolante, formando um intermediario de fita dupla circular,
que também serve como molde para a transcricdo bidirecional (Gutierrez et al.,
2000). A transmissdo do DNA circular, fita simples do virus se dé por insetos
vetores especificos e é dependente do tipo de proteina capsidial, que interage

com os diferentes receptores de cada inseto (Hohnle et al., 2001).

1.2- Taxonomia

A familia Geminiviridae possui quatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus e Begomovirus), diferenciados com base no tipo de inseto vetor,
gama de hospedeiros que o virus infecta (monocotiledéneas ou dicotiledéneas),

na organizagdo genodmica, podendo apresentar um ou dois componentes de



DNA e no relacionamento filogenético (Fauquet e Stanley, 2003; Rybicki et al.,
2000; Stanley et al., 2005).

O género Mastrevirus, compreende o0s virus de genoma
monossegmentado que infectam principalmente monocotiledéneas e possuem
como inseto vetor diferentes espécies de cigarrinhas. Representantes deste
género incluem os virus Chloris striate mosaic virus (CSMV), Maize streak virus
(MSV) e Wheat dwarf virus (WDV) (Rybicki et al., 2000). O genoma de
Mastrevirus codifica quatro proteinas: a proteina RepA, exclusiva do género e a
proteina Rep, na fita complementar; a proteina de movimento (MP) e a proteina
do capsideo (CP), na fita viral.

Os virus pertencentes ao género Curtovirus, como o Beet curly top virus
(BCTV), possuem genoma monopartido, sdo transmitidos por cigarrinhas e
infectam dicotiledéneas. A fita viral codifica as proteinas V2, MP e CP, e a fita
complementar possui quatro ORFs (open reading frames) que codificam Rep,
C2, Ren (Replication enhancer) e C4.

O género Topocuvirus possui uma Unica espécie representante, o
Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), com um Unico componente gendmico,
sendo transmitido pela cigarrinha Micrutalis malleifera a espécies dicotiledéneas.

Os virus pertencentes ao género Begomovirus, como o0s virus African
cassava mosaic virus (ACMV) e Bean golden mosaic virus (BGMV), possuem
dicotileddneas como Unicos hospedeiros e seu vetor € a mosca branca, Bemisia
tabaci. De uma maneira geral, os begomovirus do hemisfério ocidental possuem
dois componentes gendmicos e os do hemisfério oriental possuem um Unico

componente gendmico.



1.3- Género begomovirus

Dentre os géneros de geminivirus, o Begomovirus possui 0 maior nimero
de representantes. Sua organizacdo gendmica pode ser mono ou
bissegmentada, embora todos os begomovirus encontrados no Brasil sejam
bissegmentados (Ribeiro et al., 2003; Faria et al., 2000). Seus componentes
genbmicos sdo o DNA-A, que é responsavel pela replicacdo e transcricdo do
DNA viral e encapsidagdo da progénie viral, e o DNA-B, responsavel pelo
movimento do virus célula-a-célula, do nudcleo para o citoplasma e pelo
movimento sistémico do virus na planta (Lazarowitz et al., 1992) (Figura 1).
Consequentemente, ambos 0s componentes sdo necessarios para a infeccao
sistémica de plantas. Exceto por uma sequéncia de aproximadamente 200
nucleotideos, denominada regido comum (RC), os dois componentes nédo
apresentam similaridade em suas sequéncias de nucleotideos. A RC contém a
origem de replicacdo dos geminivirus (Fontes et al., 1994a; Fontes et al., 1994b),
que inclui diversos elementos de seqiiéncia altamente conservados entre as
diferentes espécies do género. Entretanto, a RC como um todo € a regido do
genoma que apresenta maior variacdo entre diferentes espécies de
begomovirus. J& entre os dois componentes gendmicos de uma mesma espécie,
a RC é idéntica ou muito similar (>95% de identidade de seqiiéncia). Uma
excecdo € o Cabbage leaf curl virus (CaLCuV), que apresenta 80% de
homologia entre as seqléncias das RCs do DNA-A e do DNA-B (Hill et al.,
1998).

O DNA-A da maioria dos begomovirus contém cinco genes. Na fita de
sentido viral, encontra-se o gene que codifica a proteina capsidial (CP). Na fita
de sentido complementar, encontram-se 0s genes rep, trap e ren. A funcdo do

gene cp é codificar a proteina do capsideo viral. O gene rep (replication-



associated protein) codifica a Unica proteina essencial para o processo de
replicacéo viral. O gene ren (replication enhancer protein) codifica uma proteina
acessoria, amplificadora da replicacdo viral. Embora esta proteina ndo seja
essencial para o processo de replicacdo, o acimulo de DNA viral é intensificado
na sua presenca. Ren promove o acimulo de ssDNA viral quando interage com
a proteina de tomate SINAC (Solanum lycopersicon NAC), que atua facilitando a
replicacdo de Tomato leaf curl virus (TLCV) (Selth et al., 2005). O produto do
gene trap (trans-activating protein) € uma proteina ativadora da transcricdo dos
genes de sentido viral, cp e nsp (Rojas et al., 2005).

O DNA-B contém os genes que codificam as proteinas de movimento
NSP e MP, nas fitas viral e complementar, respectivamente (Hanley-Bowdoin et
al., 1999). Geminivirus maneja o transporte do DNA no interior das células do
hospedeiro com a ajuda de trés proteinas, a proteina da capa (CP), a nuclear
shuttle protein (NSP) e a movement protein (MP) (Hehnle et al., 2004). A
proteina NSP se liga com a mesma afinidade a DNA fita simples e DNA fita
dupla, de maneira sequéncia independente (Lazarowitz, S. G. e R. N. Beachy.

1999).

1.4- Modelo de movimento intra e intercelular do DNA viral

As propriedades bioquimicas e a localizagao subcelular das proteinas de
movimento de begomovirus sugerem que, enquanto NSP participa do movimento
do genoma viral do nucleo para o citoplasma, MP age na membrana plasmatica
e parede celular como uma proteina de movimento classica. Dentro desse
contexto, tem sido proposto que MP promove a translocacdo do genoma viral
para as células adjacentes, através dos plasmodesmas, conforme descrito para

Bean dwarf mosaic virus, BDMV (Rojas et al., 2005). No caso do virus SqLCV,



foi proposto que o transporte intracelular do DNA viral do ndcleo para o
citoplasma, que é mediado por NSP, é facilitado por MP, que promove o
movimento do DNA viral, associada a NSP, para células adjacentes (Hehnle et
al., 2004). Foi proposto também que a proteina MP funciona como uma ancora
na membrana plasmatica, facilitando o transporte de complexos ao longo dessa
membrana (Zhang et al., 2001). Mutagfes que inativam estes genes bloqueiam a
capacidade do virus mutante de infectar as plantas, mas ndo alteram a eficiéncia

de replicacdo do genoma viral (Lazarowitz, 1992).

AV1

(CP)
AC1
Re
(Rep) (2.6 Kb) 2.6 Kb
1543 1165
1638 4239
. v BC1 [/
AC AC3 (MP) (NSF)

(TrAp) (Ren)

Figura 1. Representagdo esquematica do genoma de um begomovirus
tipico. Os circulos representam o genoma viral, dividido em dois componentes
(DNA-A e DNA-B) com aproximadamente 2.600 nucleotideos cada um. As setas
indicam os genes virais e a direcdo em que ocorre a transcricdo: rep, replication-
associated protein; trap, trans-activating protein; ren, replication-enhancer
protein; cp, gene da proteina capsidial (coat protein); mp, movement protein; nsp,
nuclear shuttle protein. A regido comum (CR) também esta indicada.



1.5- Replicacdo de Begomovirus

O processo de replicagdo dos geminivirus, incluindo dos begomovirus,
ocorre no nucleo da célula hospedeira infectada, onde o0 ssDNA é convertido em
dsDNA (denominado forma replicativa, RF). O mecanismo que direciona esta
conversao ndo € conhecido, mas evidéncias indiretas indicam que ela é
realizada por fatores do hospedeiro, uma vez que o genoma viral ndo codifica
DNA polimerase. A RF serve como molde para sintese de novos ssDNA e de
RNAs mensageiros virais. A proteina Rep do virus é a Unica essencial no
processo de replicacdo. Varias atividades bioquimicas tém sido demonstradas
para esta proteina, incluindo propriedades de ligacdo a DNA de fita simples e
dupla, clivagem e ligacdo do DNA em seqiiéncias especificas, hidrélise de ATP e
iniciacdo do mecanismo de replicacao por circulo rolante (Rojas et al., 2005).

A replicacdo dos geminivirus depende em grande parte do sistema
enzimatico de seus hospedeiros, responsavel pela sintese da forma replicativa e
das novas fitas de ssDNA de sentido viral. Assim, torna-se fundamental que as
células infectadas por geminivirus contenham a maquinaria enzimatica
responsavel pela sintese de DNA, caso contrario a replicacdo viral serd
prejudicada. Uma vez que os geminivirus infectam células vegetais plenamente
diferenciadas, nas quais a sintese de novos DNAs praticamente ndo ocorre, 0
virus deve ser capaz de madificar o ciclo celular do hospedeiro de forma a
reiniciar a sintese de DNA, ou pelo menos ativar a transcricdo das enzimas
envolvidas nesse processo. De fato, tem sido demonstrado que a expresséo da
proteina Rep de TGMV é suficiente para induzir a sintese de PCNA (Proliferating
Nuclear Cell Antigen), alterando o ciclo celular das células infectadas (Nagar et

al., 1995).
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2- Interacao da proteina NSP com proteinas do hospedeiro

O transporte de particulas virais do nucleo para o citoplasma e vice-versa
é fundamental para o estabelecimento e desenvolvimento do virus em células do
hospedeiro. De acordo com a fun¢éo importante de NSP no transporte do virus
na planta, acredita-se que essa proteina interaja com proteinas do hospedeiro
nos diversos compartimentos celulares. Foi isolado um receptor transmembrana
serina/treonina quinase, designado LeNIK (Lycopersicum esculetum NSP-
Interacting Kinase), capaz de interagir com NSP (Mariano et al., 2004). Foi
comprovado que um homdlogo de NIK em soja (GmNIK) e trés homélogos em
Arabidopsis thaliana (AtNIK) também interagem com NSP (Fontes et al., 2004).
A interacdo de NSP com NIK1, NIK2 ou NIK3, através de seus dominios de
quinase localizados no citosol, inibe a atividade dos receptores, sugerindo
envolvimento na resposta de defesa antiviral (Fontes et al., 2004). Consistente
com esta hipétese, a inativacdo dos genes NIK em Arabidopsis aumenta a
suscetibilidade a infeccao viral.

A proteina NIK possui dominios caracteristicos de proteinas receptoras
de membranas, envolvidas no desenvolvimento da planta ou em resisténcia a
patégenos. Além do dominio quinase conservado, os trés homologos desses
receptores, em Arabidopsis thaliana, contém 3-5 repeti¢cdes ricas em leucina
(LRR—leucine-rich repeat). Foi também demonstrado que a proteina NIK se
autofosforila, e que esta fosforilacdo antecede sua oligomerizacdo, sugerindo
gue NIK possui propriedades bioquimicas consistentes com uma funcao
sinalizadora. Experimentos adicionais descartaram a proteina viral NSP como
seu substrato, e, pelo contrario, demonstraram que a proteina viral inibe a

autofosforilacdo deste receptor quinase (Fontes et al., 2004).
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Além de NIK, a proteina AtNSI (Nuclear Shuttle Protein Interactor) foi
isolada pela sua capacidade de interagir com NSP de geminivirus. NSI € uma
acetiltransferase nuclear pertencente a uma familia de acetiltransferases de
histonas nucleares, altamente conservada em plantas. Similarmente & interacdo
NSP-NIK, NSP ndo é substrato para a enzima acetiltransferase, mas inibe sua
atividade enzimética (McGarry et al., 2003).

Outra proteina identificada pela capacidade de interagir especificamente
com NSP é uma proteina PERK-like, designada NsAK (NSP-Associated Kinase).
A proteina NsAK é estruturalmente organizada em um dominio N-terminal rico
em prolina, seguido por um dominio transmembrana e um dominio quinase do
tipo serina/treonina no carboxi-terminal. Ensaios de tradugéo in vitro de NsSAK, na
presenca de NSP, apresentaram um aumento nos niveis de fosforilacdo de NSP,
indicando que NSP age como substrato para NsAK (Florentino et al., 2006).
Além disso, foi demonstrado que a perda de funcdo de NsAK, in vivo, diminui a
susceptibilidade a infeccdo por CaLCuV, indicando que esta proteina contribui
positivamente para a infeccdo de geminivirus e sugerindo uma possivel

regulacdo da funcdo de NSP.

3- Proteinas da familia LRR-RLK

Plantas possuem uma grande familia de proteinas receptor-like-kinases
(RLKSs), as quais tém sido implicadas no mecanismo de percepcao e transducdo
de sinais extracelulares (revisado por Shiu e Bleecker, 2001). Analise
filogenética das proteinas RLKs de A. thaliana revelou mais de 400 genes que
codificam possiveis receptores quinases com uma sequéncia sinal, uma regido
amino-terminal com dominio transmembrana e um dominio quinase
citoplasmético no carboxi-terminal (Shiu e Bleecker, 2001). As RLKs de plantas,

que se autofosforilam na porcao carboxi-terminal, para a transducdo de sinal,

12



utilizam os residuos serina e/ou treonina para a transfosforilagdo, ao contrario
das RLKs de animais, que utilizam apenas o residuo de tirosina (Braun e Walker,
1996). Uma grande classe de proteinas de plantas pertencentes a familia RLK é
caracterizada pela presenca de um motivo LRR (leucine-rich repeats), sendo os
membros dessa subfamilia conhecidos por participarem de importantes vias de
sinalizagdo em plantas, incluindo desenvolvimento, resposta a estresse, defesa
contra patdgenos e simbiose.

Extensivos estudos bioquimicos e genéticos tém sido realizados para
identificar proteinas LRR-RLKs e componentes pertencentes a via de sinalizacdo
dessas proteinas. Em Arabidopsis, os genes CLAVATAl (CLV1) e ERECTA
foram identificados por determinarem a forma e o tamanho do 6érgao floral (Torii
et al.,, 1996; Clark et al., 1997) e o gene BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE1
(BRI1) foi identificado por participar do desenvolvimento da planta, pela
percepgdo do horménio brassinosteréide (Li e Chory, 1997; Li et al., 2002; Nam
e Li, 2002). A proteina SERK1 (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE
KINASE1), também de Arabidopsis, foi identificada como uma LRR-RLK, que
participa na formacéo de células embriogénicas e que também esta presente no
complexo protéico contendo BRI1, sugerindo que SERK1 também participa da
via de sinalizagéo regulada pelo horménio brassinosterdide (Hecht et al., 2001).
Desta forma, proteinas LRR-RLKs respondem a uma variedade de sinais

extracelulares, transmitindo-os para o interior da célula.

4- Proteinas ribossomais L10 e L18

O gene L10 de Arabidopsis codifica uma proteina ribossomal basica, L10,
de 220 aminoéacidos (28kDa). Um homdlogo desta proteina foi primeiro

identificado, em humanos, como um possivel supressor de tumor de linhagens
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de células de tumor Wilms’ (Dowdy et al., 1991), sendo denominada QM. Esta
proteina é altamente conservada em mamiferos, plantas, vermes, insetos e
leveduras (Farmer et al., 1994).

Proteinas L10 estdo localizadas no citoplasma, preferencialmente no
reticulo endoplasmético, conforme demonstrado por ensaios de fracionamento
subcelular (Nguyen et al., 1998) sendo consistente com o fato de ser uma
proteina ribossomal. Em contraste, foi observado que L10 associada a uma
presenilina 1 (PS1) é translocada do citoplasma para o nucleo, resultando na
supressao do complexo de formagdo de homodimeros c-Jun (Imafuku et al.,
1999). Karl et al. (1999) demonstraram que, em leveduras, genes homologos a
L10, como GRC5 e QSR1, participam do controle da expressdo génica. A
proteina tQM (Tomato QM-like) esta envolvida em varias vias de resposta a
estresse, participando na modulacao dos niveis de prolina em leveduras, através
da diminuicdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células expressando
tQM (Chen et al., 2006). Estes resultados sugerem que a proteina L10 pode
estar envolvida com vias de sinalizagao celular.

O gene L18 de Arabidopsis codifica uma proteina ribossomal, L18, de
178 aminoéacidos (22kDa). Esta proteina interage com a proteina P6 do CaMV
(Cauliflower mosaic virus), que participa do controle da sintese das demias
proteinas virais por atuar como um fator de reiniciacdo da traducdo do RNA
policistrénico. Tal interagdo mostrou ser restrita a uma regiao minima de P6,
designado de dominio mini-TAV (Leh et al., 2000). A superexpresséo de L18 de
mamiferos pode promover a sintese de proteinas e o crescimento celular em
certas células cancerigenas. Isso ocorre em funcdo da inibicdo da atividade da
proteina PKS (RNA-Activated Protein Kinase), fundamental para o controle da
iniciagdo da traducdo, através da fosforilagdo da subunidade a do fator de

iniciacdo elF-2a (Kumar et al., 1998).
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Diversos estudos tém sido feito para identificar os componentes
dowstream ou upstream de vias de sinalizacdo mediadas por receptores
quinases. Desta forma o principal objetivo dessa dissertacdo foi caracterizar
bioguimica e molecularmente se as proteinas L10 e L18 sao integrantes da via

de sinalizacdo de resposta a infeccao viral, mediada por NIK.
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lll- MATERIAL E METODOS

1- Material vegetal

Plantas de Arabidopsis thaliana da linhagem Col-0 (Columbia) foram
cultivadas em camara de crescimento, a 22°C, com fotoperiodo de 16 horas. As
sementes de Arabidopsis foram semeadas em meio MS (Murashige & Skoog,
1962) ¥ forca e as plantulas foram transplantadas para substrato. Os mutantes
110 e 118 foram originados por mutagénese insercional por T-DNA e as sementes

foram obtidas do ABRC (Arabidopsis Biological Resource Center).

2— Construcdes de DNA

Os cDNAs de L10 e L18 foram isolados de uma biblioteca duplo hibrido de
cDNA de Arabidopsis pela capacidade de interagirem com o dominio de quinase
da proteina NIK1 (Fontes, E.P.B., comunicagdo pessoal). O clone BRI1-GFP,
contendo o cDNA de BRI1 fusionado a GFP e sob o controle do promotor
enddgeno de BRI1, foi cedido pelo Salk Institute of Biological Studies e o clone
U13033, contendo o cDNA de SERK1, foi obtido do ABRC (Arabidopsis
Biological Resource Center). Foram desenhados oligonucleotideos especificos
para amplificar os genes completos L10 e L18 e os dominios quinases de BRIl e
SERK1, para posterior re-amplificacdo com extensdes de recombinacdo para
clonagem via sistema Gateway (Tabela 1). Os produtos amplificados foram
analisados em gel de agarose 1% (p/v), purificados e inseridos, por
recombinagdo, no vetor de entrada pDONRZ201, utilizando a BP clonase
(Invitrogen). Nos clones, pDON-L10 (pUFV608), pDON-L18 (pUFV829), pDON-
KDBRI1 (pUFV769) e pDON-KDSERK (pUFV770), os cDNAs inseridos contém
coédon de parada e foram usados para transferir seu respectivo fragmento para

vetores de expressdo em bactéria e em plantas. Os clones resultantes pDON-
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NSL10 (pUFV609) e pDON-NSL18 (pUFV830), contém os respectivos cDNAs
sem o cédon de parada e foram usados para transferéncia dos cDNAs para o
vetor binario pK7FWG2. Adicionalmente, os cDNAs de L10 e L18, com cAdon de
parada, foram clonados por recombinacdo no vetor de entrada alternativo
pDONR207, resultando nos clones pDONR207-L10 (pUFV900) e pDONR207-
L18 (pUFV898). Os oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos
respectivos cDNAs sdo apresentados na Tabela 1.

A transferéncia dos referidos genes de pDONR201 para o vetor pDEST17
e pDEST15 (Invitrogen), por meio da LR clonase (Invitrogen), deu origem aos
clones pHIS-L10 (pUFV778), pHIS-L18 (pUFV836), pGST-L10 (pUFV730),
pGST-L18 (pUFV835), pGST-KDBRIL (pUFV776) e pGST-SERK (pUFV777). A
expressao nestes vetores permite a sintese das proteinas fusionadas a uma
cauda de GST (Glutathiona S-transferase) e histidina no amino-terminal,
respectivamente.

Os cDNAs de L10 e L18 foram transferidos de pDONR201 para o vetor
binario de transformacdo de plantas pK7FWG2. Os clones pK7FWG2-L10
(PUFV756) e pK7FWG2-L18 (pUFV838) contém os cDNAs de L10 e L18,
respectivamente, fusionados a GFP no carboxi-terminal e sob o controle do
promotor 35S. Adicionalmente os cDNAs de L10 e L18 foram transferidos de
pDONR207 para o vetor binario de transformacdo de plantas 35S-pYFP-
casseteA-Nos-pCambial300 (cedido gentilmente pelo Dr. Steve Slocombe da
Universidade de Leeds, Reino Unido), por meio da LR clonase (Invitrogen Life
Technologies, Inc.), através de recombinagdo homodloga, dando origem aos
clones pYFP-L10 (pUFV922) e pYFP-L18 (pUFV823), que contém 0s respectivos
cDNAs fusionados ao gene YFP no amino-terminal e sob o controle do promotor
35S.

Os clones obtidos foram utilizados na transformacdo de células

competentes de Escherichia coli da estirpe DH5a, pelo método do choque
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térmico (Sambrook et al., 1989), selecionados com o antibiético apropriado e

diagnosticados por PCR.

3- Expressdo heterdloga em E. coli e purificacdo de proteinas

recombinantes

3.1- Preparo das células competentes e transformacdo de E. coli
BL21:DE3 (pLYSs)

As colbnias individuais de E. coli, transformadas com os clones pHIS-L10
(PUFV778), pHISL18 (pUFV836), pGST-L10 (pUFV730), pGST-L18 (pUFV835),
pGST-KDBRI1 (pUFV776), pGST-SERK (pUFV777) (descritos acima) e pGST-
NIK1, pGSTNIK2, pGST-NIK3, previamente descritos (Fontes et al., 2004), foram
incubadas em 2 mL de meio LB, com ampicilina 100 mg.L™?, a 37° C e 180 rpm,
por 16 horas. O DNA plasmidial foi extraido utilizando o Plasmid Midi Kit
(Qiagen), seguindo as recomendac¢des do fabricante e, em seguida, foi utilizado
para transformar células competentes de E. coli da estirpe BL21:DE3(pLYSs). As
células competentes foram preparadas em CaCl, 0,1 M, de acordo com
Sambrook et al. (1989).

Cerca de 75 uL de células competentes foram transformadas, por choque
térmico, com os plasmideos de interesse, e selecionadas em meio suplementado
com o antibiético apropriado. Os transformantes foram confirmados via PCR,
com oligonucleotideos especificos para a seqliéncia do gene de interesse, e 0
produto amplificado foi separado por eletroforese em gel de agarose 1% (P/V).

As coldnias recombinantes foram armazenadas em glicerol 50% (V/V), a -80°C.
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Tabela 1- Oligonucleotideos usados em reac8es de PCR

Nome Oligonucleotideos Seqtiéncias (5’ 2 3')

L10 5196 (senso) AAAAAGCAGGCTTCACAATGGGAAGAAGACCTGT
5264 com stop (anti-senso) AGAAAGCTGGGTCTCAGTAGTGGGCTGGCAAAAA
5265 sem stop (anti-senso)  AGAAAGCTGGGTCGTAGTGGGCTGGCAAAAAGGC

L18 L18Fwd (senso) AAAAAGCAGGCTTCACAATGGGTGCTTTCAGGTT
L18Rvs com stop (anti- AGAAAGCTGGGTCTTACATGAACAAGTTGGGC
senso)
L18Rvs sem stop (ant- AGAAAGCTGGGTCCATGAACAAGTTGGGCTTG
Senso)

KDSERK-1 KDSERK-1Fwd (senso) AAAAAGCAGGCATGGGACAGCTCAAGAGGT
KDSERK-1Rvs com stop AGAAAGCTGGGTCTTACCTTGGACCAGATAACTC
(anti-senso)

KDBRI-1 KDBRI-1Fwd (senso) AAAAAGCAGGCTTCACAATGCTTGTTGGTAGAG

attbl

attb2

pDONR201 ou
pDONR207 Fwd
pDONR201  ou
pDONR207 Rvs
GST

35S

GFP ou YFP

CalLCuV-B

Aractin

Genotipagem de
118

T-DNA
Genotipagem de

110

T-DNA

KDBRI-1Rvs com stop (anti-
Senso)

Primers Gateway

Primers Gateway

3392

3393

4798 (anti-senso)
MC36 (senso)
4799-pK7FGFPRvs
senso)

PCRcl

PBL1V2040
ARACTIN2-Rvs
ARACTIN2-Fwd
Rvs014456RP

(anti-

Fwd014456LP
LB1-18
010170-LP

RP-010170
LBB1

AGAAAGCTGGGTCTCATAATTTTCCTTCAGGAAC

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TCGCGTTAACGCTAGCATGGATC

TGTAACATCAGAGATTTTGAGACAC

CCAATGTGCCTGGATGCGTTCC
TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC
CGCCCTCGCCCTCGCCGGACAC

CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCCA
GCCTCTGCAGCARTGRTCKATCTTCATACA
GATTGATCCTCCGATCCAGA
TACAACGAGCTTCGTGTTGC
GAAGAACCCAACAACGATCAAG

TGAGGGGAATAAATCGTATCAAG

GGCAATCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTG

ATGATCCAACAAGGCAATCAC

TCATGGGAGAAGGAGAATGTG
GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
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3.2- Inducgéo da expresséo em E. coli

Os clones pHIS-L10 (pUFV781), pHIS-L18 (pUFV860), pGST-L10
(PUFV741), pGST-L18 (pUFV875), pGST-KDNIK1 (pUFV648), pGST-KDNIK2
(PUFV761), pGST-KDNIK3 (pUFV762), pGST-KDBRI1 (pUFV876) e pGST-
KDSERK1 (pUFV780) em E. coli estirpe BL21:DE3 (pLYSs) foram crescidos em
2 mL de meio LB, contendo ampicilina (100 mg.L™), até D.O. igual a 0,5, quando
foram transferidos para 250 mL do mesmo meio. Ao atingirem a D.O. igual a 0,5,
foram induzidos pela adicdo de 0,4 mM de isopropilil-B-D-thiogalactopiranosideo
(IPTG). ApGs incubagcdo a 22°C e 200 rpm, por 16 horas, procedeu-se a

purificacdo das proteinas.

3.3- Obtencao dos extratos de proteinas totais, sollveis e insollveis

Para obtencéo de extrato de proteina total, 1 mL da cultura de células foi
centrifugado a 10.000 X g por 1 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspendido em 100 uL de PBS-1X (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM,
Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM, pH7,3, PMSF 0,8 mM), e 100 uL de 2X SDS-
sample buffer (Laemmli, 1970). Posteriormente, foi sonicado sobre o gelo, com o
aparelho ajustado para as condicdes de amplitude entre 60 e 80; timer(zero);
pulser(>6), por quatro tempos. Esse extrato de proteinas totais foi aquecido por 3
min a 70 °C, para desnaturar as proteinas. Foram aplicados 10 uL em gel de
poliacrilamida 10% (Laemmli, 1970), e a revelacdo foi feita com Comassie
Brilliant Blue.

Para extracdo de proteina sollvel e insolavel foram utilizados 4 mL de
cultura, que foram centrifugados a 6.500 X g por 15 min a 4 °C. O pellet foi
ressuspendido em 500 uL de tamp&o de extracéo (tris-HCI 50 mM pH8, EDTA 2

mM), no vortex, e incubado no gelo. Em seguida foram adicionados 5 pL de
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lisozima (10 mg.mL™) e 5 uL de Triton X-100 10 % (v/v), seguido por incubac&o
a 30°C por 15 min. Posteriormente, a mistura foi transferida para o gelo e
ultrassonicada quatro vezes. Apés centrifugacdo a 12.000 x g por 15 min, a 4°C,
0 sobrenadante foi retirado e transferido para microtubo (fragdo sollvel) e o
pellet ressuspendido em 100 puL de SDS buffer 1X (fragdo insoltvel). Foram

aplicados, no gel de poliacrilamida 10 %, 10 uL de cada uma das fracdes.

3.4- Purificagdo e quantificacdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes fusionadas a GST foram purificadas por
cromatrografia de afinidade com resina Glutationa Sepharose 4B. Para
purificacdo em grande escala, 250 mL de células induzidas foram centrifugadas
a 5.000 x g por 10 min, e ressuspendidas em PBS 1X (NaCl 140 mM, KCI 2,7
mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO,4 1,8 mM, pH7,3, PMSF 0,8 mM). Adicionaram-se
100 pg.mL™ de lisozima, mantendo-se por 30 min no gelo. O rompimento das
células ocorreu por ultra-sonicacdo com os padrdes de pulso 5, amplitude 60/80,
por 15 segundos. Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000 x g por 20
min, para a remocdo de restos celulares e obtencdo do sobrenadante. Este foi
ligado a resina Glutationa Sepharose 4B (Amersham), previamente equilibrada
com o tampado de ligacdo, e purificado de acordo com as instrucbes do
fabricante. As proteinas foram entdo quantificadas, pelo método de Bradford
(Bradford, 1976), usando como padrdo a proteina do soro bovino (BSA).

As proteinas L10 e L18 fusionadas a histidina (His) foram purificadas de

acordo com Rocha et al. (2007).

4- Ensaio de fosforilagdo in vitro

Para o ensaio de fosforilacdo, aproximadamente 2 ug das proteinas

KDNIK1, KDNIK2, KDNIK3, KDBRI1, fusionadas a GST, foram incubadas na
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presenca de 10 pL de substrato (GST-L10 ou GST-L18), separadamente, em
tampé&o contendo HEPES 18 mM (pH 7,4), MgCl, 10 mM, MnSO, 10 mM, DTT 1
mM, ATP 10 uM, e 5 uCi de [y **P]JATP. No caso de GST-KDSERK1, o tamp&o
usado ndo continha MnSQO,, de acordo com Shah et al. (2001). O término da
reacdo se deu com a adicdo do tampédo de amostra, SDS 1X. As fosfoproteinas
foram resolvidas por SDS-PAGE. O gel foi corado com Comassie Brilliant blue,
para verificar o carregamento de proteina, foi entdo seco e submetido a auto-
radiografia. A banda de radioatividade foi quantificada por densitometria. As
bandas das proteinas coradas foram usadas para normalizar os sinais de

radioatividade.

5 - Andlises de possiveis sitios de fosforilacdo das proteinas L10 e L18

A identificac@o de possiveis sitios de fosforilacdo das proteinas L10 e L18
foi feita com o auxilio do programas NetPhos 2.0 Server, disponivel no ExXPASy

Proteomics tools (http://www.expasy.org/).

6 - Obtencéo de plantas de Arabidopsis mutantes knockout para os genes
L10 e L18

6.1 - Genotipagem dos mutantes T-DNA insercionais Salk 010170 (I110) e
Salk_014456 (118)

As linhagens de Arabidopsis Salk_010170 (110) e Salk_014456 (118) foram
obtidas na biblioteca de mutantes T-DNA insercionais, do Salk Institute for
Biological Studies. As sementes foram esterilizadas, plagueadas em meio MS %2
forca, incubadas a 4°C por 4 dias, e em seguida a 22°C por 15 dias, com
fotoperiodo de 16 horas. Em seguida, foram transplantadas para vasos, e
mantidas sob temperatura e luminosidade controladas. Uma semana depois de

transplantadas, foram coletadas folhas de cada uma delas, separadamente, para
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extracdo de DNA gendmico. A genotipagem foi feita em uma reacdo de PCR,
com oligonucleotideos especificos para os genes 110 e 118 e com
oligonucleotideos especificos para o T-DNA (LB1-18 e LBB1) respectivamente

(Tabela 1).

6.2 - Extracdo de RNA total das plantas mutantes 110 e 118

Para isolamento de RNA total, plantulas de Arabidopsis foram maceradas
em nitrogénio liquido e aproximadamente 200 mg do tecido vegetal foram
homogeneizados com o reagente TRIZOL (Invitrogem). Incubou-se a
temperatura ambiente, por 5 min, e adicionaram-se 200 uL de cloroférmio. A
mistura foi homogeneizada manualmente por 15 s, incubada a temperatura
ambiente por 3 min, e submetida a centrifugacdo a 12.000 x g por 10 min a 4°C.
O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, livre de RNAse, e foram
adicionados 500 pL de isopropanol. Em seguida, incubou-se a temperatura
ambiente por 10 min e centrifugou-se a 12.000 x g por 10 min. O RNA
precipitado foi lavado com etanol 75% (v/v) e centrifugado a 7.500 x g por 10
min. Em seguida, o material foi seco a temperatura ambiente, por
aproximadamente 10 min e os pellets ressuspendidos em 20 pL de agua livre de
RNAse e estocados a -80°C. A integridade do RNA total isolado foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1,2% em NBC, corado com brometo de etideo

0,1 pg.mL™.

6.3 - Analise da expressao de plantas mutantes 110 e 118 por RT-PCR

O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro DU 650 BECKMAN, a
260 nm, e sua concentracdo expressa em ug.uL™. Para a obtencdo do cDNA, 2
Mg do RNA total foram utilizados como molde, juntamente com 5 pM do

oligonucleotideo oligodT e 0,5 mM de dNTPs, em um volume final de 15 pL. A
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mistura foi aquecida a 70° C por 5 min e depois imediatamente incubada no gelo.
Em seguida, foram adicionados o tampdo da enzima transcriptase reversa
(Invitrogen) (Tris-HCI 50 mM pH 8.3, KCI , 3 mM MgCl, 75 mM e DTT 10 mM),
para um volume final de 20 pL. A mistura foi mantida a 37°C, por 2 min. Apés
esse tempo, foi adicionado 1 yL de M-MLV RT Transcriptase Reversa (Invitrogen
Life Technologies, Inc.), incubando-se a 37°C por 1 h. A enzima foi inativada a
70°C por 15 min.

Para a analise de expressao por RT-PCR foram utilizados 1 uL de cDNA,
0,1 mM de dNTPs, 0,4 mM de cada um dos oligonucleotideos especificos para
0s genes L10 e L18 (Quadro 1), tampao (MgCl, 2,0 mM, tris-HCI 20 mM pH 8,4,
KCI 50 mM) e 1 pL de Tag DNA polimerase, em um volume final de 25 pL. As
condicGes de reacéo foram de 3 min a 94°C, seguido de 40 ciclos (45 s a 94°C;
45 s a 50°C; e 1 min a 72°C), e 10 min a 72° C. Como controle interno, foram
utilizados oligonucleotideos especificos para actina. A reacdo de amplificacdo foi
conduzida em um termociclador MJ RESEARCH PTC 200 e os produtos da
reacdo foram analisados em gel de agarose 1% (p/v) e corado com brometo de

etideo 0,1 ug.mL™.

7 - Infeccao de Arabidopsis com o CaLCuV e ensaios de infectividade

As sementes de plantas Cold, 110 e 118 foram esterilizadas e plaqueadas
em meio MS % forga, sem antibiético. Apos quatro semanas, 20 plantas de cada
linhagem foram transplantadas para vasos individuais, contendo substrato.
Quando atingiram o estadio de sete folhas, as plantas foram inoculadas com os
componentes A e B do virus CaLCuV por meio de biobalistica (Schaffer et al.
1995). Para isso, o DNA plasmidial dos clones CaLCuVAO002 e CalLCuVB002,
contendo repeticbes parciais em de cada um dos componentes,

respectivamente, foi extraido utilizando o “Plasmid Midi Kit” (Qiagen), segundo
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as recomendacfes do fabricante. A qualidade e integridade do DNA foram
analisadas em gel de agarose 1% (p/v) e a concentracdo foi avaliada por
espectrofotometria a 260 nm. Aproximadamente 10 mg de cada componente de
DNA foram precipitados com microparticulas de tungsténio na presenca de
CaCl, 1 M e espermidina 15 mM, e lavados com etanol absoluto. Cada
preparacdo foi distribuida em 5 membranas carreadoras. As membranas
preparadas foram encaixadas no acelerador de particulas e langadas, sob vacuo
formado com gas hélio a uma aceleracdo de 160 psi, contra as plantas de
Arabidopsis citadas acima. Como controle negativo, cinco plantas de cada
linhagem foram inoculadas somente com microparticulas de tungsténio. As
plantas bombardeadas foram transferidas para camara de crescimento a 22°C
com fotoperiodo de 16 horas, e observadas quanto ao aparecimento de
sintomas até 21 dias apds a inoculacdo. As analises foram feitas em intervalos
de dois dias, sendo observados sintomas como clorose, epinastia, deformacéo

foliar e morte de folhas jovens, os quais foram fotodocumentados.

8 - Diagndstico molecular da infecgéo viral

8.1 - Extracdo de DNA das plantas e confirmacéo por PCR

Uma folha de cada planta inoculada com virus foi coletada a cada sete
dias, apos a inoculacdo, até a 21 dias. A folha foi macerada em nitrogénio
liquido, em microtubos, com auxilio de pistilos. A extracdo de DNA foi
processada de acordo com Dellaporta et al. (1983).

Para confirmar a presenca do genoma viral em plantas sintoméaticas, o
DNA extraido foi usado como molde em reagdo de PCR, com oligonucleotideos

degenerados que amplificam fragmentos especificos do componente B de
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begomovirus (Rojas et al., 1993). Os produtos da reacdo foram analisados em

gel de agarose 1% (p/v), corado com brometo de etideo 0,1 ug.mL™.

8.2 - Andlises dos dados do ensaio de infec¢céo

A percentagem de plantas infectadas foi avaliada, de acordo com a
sintomatologia, a cada dois dias, e a presenca de DNA viral, a cada sete dias.
Os dados foram plotados em um gréfico (percentagem de plantas infectadas X

dias po6s-infeccado), juntamente com o desvio padrdo entre as repeticdes.

9 — Andlise da localizacao subcelular das proteinas L10 e L18

9.1 — Transformacéo transiente de plantas de tabaco

Crescimento e transformacéo transiente de tabaco (Nicotiana tabacum
cv. havana) foi realizado como descrito anteriormente (Kotzer et al., 2004). As
culturas de Agrobacterim thumefaciens transformadas foram crescidas em 2 mL
de meio Rhizo, com antibidticos adequados, a 28°C, por 16 horas. Procedeu-se
a centrifugacao a 2.205 x g por 3 min. O pellet foi lavado 2 vezes com tampao de
infiltracdo (MgCl, 10 mM, EDTA 10 mM, acetosiringona 10 uM), e depois
ressuspendido em 1 mL do mesmo tampédo. Células da epiderme de tabaco
foram infiltradas com A. thumefaciens contendo as constru¢des L10-GFP, YFP-
L10, L18-GFP, YFP-L18, NIK1-GFP, NIK2-GFP, NIK3-GFP, NIKG474V/T468A-
GFP e NIKT474D-GFP em uma D.O. de 0,2.

A expressdo das proteinas foi confirmada por microscopia confocal, trés
dias apos a infiltragdo. A andlise foi realizada nas folhas, com explantes de
aproximadamente 0,5 cm?, montados em agua, dos quais se observou,
principalmente, a lamina foliar. Foram utilizadas duas repeti¢cdes, consistindo de

diferentes folhas de diferentes plantas.
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9.2 — Microscopia confocal e processamento de imagens

As imagens de microscopia confocal foram obtidas utilizando-se o
sistema LSM 510 META invertido (ZEISS) com laser de argon e laser de hélio
neon com as objetivas de imerséo de 6leo de 40x e de 60x. Para a obtencao de
imagens de co-expressao de GFP e YFP, foram usados alternativamente os
comprimentos de onda de 458 nm para GFP e 514 nm para YFP com mudanca
de fase no modo de multi-trilha do microscépio. A fluorescéncia foi detectada
usando o comprimento de onda de 458 nm/514 nm com filtro dicromético de 515
nm e filtro de passagem de 475 a 525 nm para GFP e 535 a 590 nm para YFP.
O pinhole foi fixado fornecendo uma faixa 6ptica de 1 a 1,5 pum. Foram utilizados
os vetores GFP e YFP vazios como controles. As imagens foram processadas
com auxilio do software “LSM Image Browser 4" (ZEISS) e do programa Adobe

Photoshop 7.0.1.

10- Analise de transativacdo em levedura

A presencga de um possivel dominio de ativagcao nas proteinas L10 e L18
foi avaliada por meio do ensaio de transativacdo em levedura, conforme Fuijita et
al., (2004). O cDNA dessas proteinas foram clonados dentro do vetor pDEST32,
de forma que as proteinas pudessem ser produzidas fusionadas ao dominio de
ligacdo ao DNA de GAL4 quando as células de leveduras fossem transformadas.
Foi usado uma linhagem de levedura AH109 (MATa, Trpl-901, leu2-3, 112,
ura3-52, his3-200, galdA, LYS2:GAL1lyas-GALLrata-HIS3, MEL1 GAL2yps-
GALtatal:MELyas-MEL1rata-lacZ) a qual contém os genes repoérteres LacZ e
HIS3. As culturas transformadas foram plaqueadas em meio sem histidina e na

presenca de X-GAL.
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V — RESULTADOS E DISCUSSAO

Expressdo em E. coli e purificacdo das proteinas L10, L18, KDNIK1,
KDNIK2, KDNIK3, KDBRI1 e KDSERK1, fusionadas a GST e a His

Com a finalidade de analisar a participacao das proteinas L10 e L18 na via
de defesa contra geminivirus mediada pela proteina NIK, e avaliar a
especificidade dos substratos dentro da familia das LRR-RLKs, foi realizado o
ensaio de fosforilacdo in vitro das proteinas L10 e L18 com NIK1, NIK2, NIK3,
BRI1 e SERK1. Para isso, as regibes correspondentes ao dominio quinase de
NIK1, NIK2, NIK3, BRI1 e SERK1, bem como os cDNAs de L10 e L18 foram
fusionados a GST no amino-terminal da proteina ou a histidina. Todas as
proteinas recombinantes foram expressas eficientemente (Figura 2) e purificadas
fusionadas a GST, em E. coli BL21(DE3) pLysS, como mostrado nas Figuras 3 e
4.

As proteinas GST-L10 e GST-L18, com massas moleculares de
aproximadamente 50 e 44 kDa, respectivamente (Figuras 2A e 2B), foram
expressas eficientemente em bactéria, porém acumularam na fracdo insoluvel
(canaleta 10). Isso dificultou sua purificagdo por cromatografia de afinidade
(Figuras 3A e 3B), pois a interagdo de GST com a glutationa da resina necessita
do GST na conformacédo nativa. Da mesma forma, obteve-se uma quantidade
reduzida de GST-KDNIK2 (63 kDa) e GST-KDNIK3 (63 kDa) na fracdo soluvel
(Figuras 2D e 2E, respectivamente), justificando a baixa eficiéncia na purificacdo
dessas proteinas recombinantes (Figuras 3D e 3E). Ao contrario, as proteinas
recombinantes GST-KDNIK1 (63 kDa), GST-KDBRI1 (66 kDa) e GST-KDSERK1

(63 kDa) acumularam eficientemente na fracdo sollavel (Figuras 1C, 1F e 1G,
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respectivamente), possibilitando a obtencéo de altas concentracdes de proteinas
eluidas da resina de Glutationa Sepharose (Figuras 2C, 2F e 2G).

Similarmente, as proteinas recombinantes His-L10 (28 kDa) e His-L18 (22
kDa) foram induzidas eficientemente, fusionadas a histidina, com acumulo
predominante na fracdo insolUvel (dados ndo mostrados). As proteinas foram
purificadas por cromatografia de afinidade em resina de niquel (Ni-NTA) em
condi¢des desnaturantes, utilizando uréia 8M, (Apéndice, Figuras 16A e 15B). A
proteina recombinante His-L10 purificada foi utilizada para producdo de
anticorpos (Apéndice, Figura 17).

Todas as proteinas fusionadas a GST foram quantificadas e analisadas por

SDS—-PAGE para normalizacdo da concentragéo (Figura 4).
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Figura 2: Andlise em SDS-PAGE das proteinas celulares totais, solGveis e insolUveis de bactérias transformadas com a construcdo indicada.
Extratos proteicos total (2, 3 e 4), solavel (5, 6 e 7) e insoluvel (8, 9 e 10) da E. Coli BL21 (DE3) pLySs nédo transformada (2, 5 e 8), transformada com o clone
na auséncia do indutor IPTG (3, 6 € 9) e na presenca do indutor IPTG (4, 7 e 10). O marcador de massa molecular corresponde a (1).
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Figura 3: Purificagdo das proteinas recombinantes L10 e L18, NIK1, NIK2, NIK3, BRI1 e
SERK1 fusionadas a GST. As proteinas purificadas foram reveladas por Comassie Brilliant
Blue. As canaletas (1), (2) e (3) correspondem, respectivamente, a proteina no 1°, 2° e 3°
eluato. M corresponde ao marcador de massa molecular.
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Figura 4: Andlise em SDS-PAGE das proteinas fusionadas a GST - As proteinas purificadas
foram reveladas por Comassie Brilliant Blue. As canaletas correspondem as fracdes do 1°, 2° e
3° eluato, reunidas e quantificadas. M corresponde ao marcador de massa molecular de ampla

faixa.
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Especificidade de interagdo de L10 e L18 com membros da familia LRR-RLK

As proteinas L10 e L18 foram identificadas pela suas capacidades de interagir
com o dominio quinase de NIK1 de Arabidopsis, através de um ensaio duplo hibrido
de levedura (Fontes E.P.B., comunicacdo pessoal). Para determinar a especificidade
dessa interacdo e analisar a participacdo de L10 e L18 na via de resposta a infeccdo
viral mediada por NIK, foi inicialmente avaliado se as proteinas ribossomais serviam
como substrato para o receptor serinal/treonina quinase. Em ensaio de fosforilagdo in
vitro, NIK1 fosforilou eficientemente L10, mas ndo L18 (Figuras 5A e 5E). A
fosforilagdo de L10 foi devida a interacdo com o dominio quinase de NIK1, e ndo a
alguma proteina contaminante da bactéria, porque a conducdo da reacdo de
fosforilagdo na auséncia da quinase ndo causou incorporacdo de radiois6topo na
proteina L10 (Figura 5B). Além disso, L10 na presenca de uma proteina NIK1 mutante
inativa ndo é fosforilada (dado ndo mostrado).

O receptor NIK1 pertence a subfamilia LRRII-RLK, cujos membros tém sido
funcionalmente identificados como genes de defesa (NIK1, NIK2 e NIK3) ou genes de
desenvolvimento (SERK1, SERK2, SERK3) (Shiu e Bleecker, 2001). Com a finalidade
de avaliar a especificidade de fosforilagdo de L10, as proteinas de defesa NIK2 e NIK3
e a proteina de desenvolvimento SERK1 foram incluidas nas rea¢des de fosforilacdo
(Figura 5). Além disso, o receptor BRI1 foi avaliado como um representante da familia
LRR-RLK, mas ndo pertencente a familia de NIK1. Enquanto que NIK2 é capaz de
fosforilar L10 embora com menor eficiéncia do que NIK1, L10 ndo é fosforilada por
NIK3 e SERK1 (Figuras 5A, 5C e 5E). A atividade das proteinas quinases purificadas
pode ser comprovada pela capacidade de autofosforilacdo (Figura 5D). A menor
eficiéncia de autofosforilagdo de NIK2 e principalmente NIK3 em comparacao a NIK1
parecer ter comprometido a fosforilagdo do substrato L10 (Figuras 5A, 5D e 5E). Assim
sendo, estes experimentos ndo permitem descartar totalmente a possibilidade de L10

ser substrato para NIK3. As proteinas L10 e L18 possuem regides preditas, possiveis
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de serem fosforiladas (Figura 6). L10 possui dois residuos de treonina e um de serina,
como sitios potenciais de fosforilagdo, enquanto L18 possui cinco residuos de treonina
e guatro de serina. Os resultados demonstraram que L10 é substrato especifico para
as NIKs, sendo NIK1 a que possui maior afinidade por esta proteina. No caso de L18,
as proteinas NIKs e SERK1 nédo foram capazes de promover sua fosforilacdo (Figuras
5A, 5C e 5E). Em contraste, BRI1 fosforilou L18 com alta eficiéncia (Figuras 5B e 5E).
Estes resultados sugerem que a via de sinalizacdo de BRI1 pode estar modulando o
controle da traducdo de proteinas. Consistente com esta hipotese, tem sido
demonstrado que um componente do fator de iniciacao de tradu¢do TRIP-1 também é
fosforilado por BRI1 in vitro, podendo levar a formacao do complexo de traducdo elF3
e, consequentemente, iniciacdo da traducdo de proteinas. Além disso, TRIP-1, uma
vez fosforilado por BRI1, poderia estar sendo translocado para o nucleo, levando a
regulacéo na expressao de genes envolvidos com o desenvolvimento celular (Ehsan et
al., 2005).

Por outro lado, a proteina L10 é substrato especifico para NIK, e pode estar
atuando na via de infeccdo viral mediada por NIK. Estudo realizado com um homadlogo
da proteina L10 em leveduras (GRC5) indicou que L10 participa no controle da
expressao génica (Karl et al., 1998). A fim de avaliar esta alternativa foi analisada a
localizacdo subcelular das proteinas L10 e L18, na presenca e auséncia de NIK. Além
disso, foi realizado um ensaio de transativacdo em leveduras, a fim de examinar a

presenca de um possivel dominio de ativagéo da transcricdo nessas proteinas.
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Figura 5. Ensaio de fosforilagdo in vitro. L10 e L18 fusionadas a GST foram produzidas em
bactéria purificadas e utilizadas em um ensaio de fosforilagdo in vitro, na presenca das
proteinas quinases (KDNIKs, KDBRI1 e KDSERK1) usando [ y-**PJATP. Apds a reacdo, as
proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida 10% e visualizadas por auto-radiografia.
(A) Fosforilagdo de L10 e L18 pelas proteinas NIKs. (B) Fosforilagdo de L10 e L18 pela
proteina BRI1. (C) Fosforilagdo de L10 e L18 pela proteina SERK1. Autofosforilacao (D) e
fosforilagdo dos substratos (E) quantificadas com o auxilio do programa phosphorimaging. As
barras mostram o desvio padréo dos experimentos com repeticao.
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113 DRLQTGMRG 0.850 “T*

137 QVLLSVRCK | 0966  *S*
168 KIVSRKWG 0822 *S*
56 KVKKSNGOM | 0787 |  *s*
73 KNPTTIKNF | 0.800 = *T*
99 EYRDTTLNG | 0579 = *T*
100  YRDTTLNGA 0.920 T
140  CKRESTKQF | 0993  *s*
162 VRPPSRKLK 0.994 *S*
167  RKLKTTYKA 0583 | *T*

Figura 6: Esquema da predicdo de sitios possiveis de fosforilagdo. Representacado
esguematica dos provaveis sitios de fosforilagao presentes nas proteinas L10 (Figura A) e L18
(Figura B) deduzidos pelo programa NetPhos 2.0 Server. A proteina completa é representada
por uma barra preta. As barras em azul e lilas indicam, respectivamente, o contexto no qual os
residuos de treonina (T) e serina (S) estéo inseridos. A posicdo exata do aminoacido (T ou S)
possivel de ser fosforilado é representada por um asterisco.

As proteinas L10 e L18 foram encontradas preferencialmente no citoplasma de

células epidérmicas de tabaco

No intuito de melhor compreender a funcéo das proteinas ribossomais, L10 e L18
foram fusionadas a GFP e YFP e expressas transientemente em folhas de tabaco para
analise de sua localizacdo subcelular (Figura 7). Ensaio de fracionamento celular
demonstrou que a proteina L10 de levedura esta localizada no citoplasma e

preferencialmente no reticulo endoplasmatico (Nguyen et al., 1998). Esses resultados

37



sugerem que a proteina ribossomal L10 é adicionada ao complexo ribossomal no
citoplasma e ndo no nucleo, onde ocorre sua montagem. No entanto, L10-GFP e YFP-
L10 foram localizadas no citoplasma de todas as células expressas, embora em
aproximadamente 3% das células, L10 tenho sido encontrada também no ndcleo
(Figura 7B). Para a proteina L18, foi observada a localiza¢céo citoplasméatica em todas
as células transformadas, havendo também, em algumas células, sua localizagdo no
nucléolo (Figura 7C). Como complexo ribossomal é montado no nucléolo e
posteriormente translocado para o citoplasma, justifica-se o fato de essas proteinas
terem sido encontradas no compartimento nuclear de algumas células. A localizacdo
de L10 e L18 nao foi alterada com a fusdo de proteinas repérteres diferentes em
extremidades opostas, 0 que reforca o argumento de que a expressao transiente das

proteinas quimeéricas reflete a real localizacdo de L10 e L18 nas células vegetais.
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Figura 7- Localizagao citoplasmatica preferencial das proteinas L10 e L18. As proteinas
L10 e L18 foram fusionadas a GFP e YFP sob controle do promotor 35S, e expressas
transientemente em células epidérmicas de tabaco. A analise foi realizada por meio de
microscopia confocal. As barras representam 10um. As setas cheias apontam o nucleo e as
setas pontilhadas indicam estOmatos, capazes de emitir autofluorescéncia (A) Localizacédo
nuclear do plasmideo vazio de pGFP e localizagéo citoplasmética de pYFP (foto do vetor pYFP
cedido gentilmente por Claudine Méarcia Carvalho). (B) Expressdo de GFP-L10 e YFP-L10.
Cada quadro representa diferentes células superexpressando L10 no citoplasma e no ndcleo
de algumas células. (C) Expressao de GFP-L18 e YFP-L18. Cada quadro representa diferentes
células superexpressando L18 no citoplasma e em alguns nucléolos.
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A superexpressao de NIK redireciona a proteina L10 para o ndcleo, mas L18

permanece no citoplasma

Para analisar o fendbmeno biolégico da atuacdo de NIK sobre as proteinas L10
e L18, foi analisada a co-localizacdo de tais proteinas em células epidérmicas de
tabaco. NIK fusionada a GFP foi co-expressa transientemente com as proteinas L10 e
L18 fusionadas a YFP. Foi observado um aumento significativo, de aproximadamente
30%, de YFP-L10 no nucleo quando co-expressa com NIK1-GFP (Figura 8A e 9) e
NIK2-GFP (dado ndo mostrado), se comparada a expressao de L10 na auséncia de
NIK1 e NIK2, enquanto que NIK3 ndo redirecionou L10 para o nlcleo (dado ndo
mostrado). Em contraste, nenhuma mudanca de localizacdo foi observada quando
NIK-GFP foi co-expressa com YFP-L18 (Figura 8B). Uma explicacdo para estes
resultados seria que NIK possa estar fosforilando L10 in vivo e, entéo, redirecionando-
a para o ndcleo, para que atue na ativacdo ou repressdo de genes. Exemplo desse
tipo de regulacdo tem sido demonstrado para a proteina humana MADR2, que quando
fosforilada pelo receptor quinase (TGF) é translocada para o nicleo. Esta observagéo
demonstra que a fosforilacdo do substrato é necessaria para a sua regulacéo e funcao
na célula (Silva et al., 1996). Para avaliar essa possibilidade em se tratando de L10
elou L18, foi realizado um ensaio de transativacdo em levedura. Expressao de L10 ou
L18 fusionadas ao dominio de ligacdo ao DNA de GAL4 (BDGAL4) nao ativou os
genes reporteres, conforme o controle positivo, NAC-BDGAL4, que promoveu
crescimento da levedura em meio na auséncia de histidina, além de mostrar atividade
de B-galactosidase (dado ndo mostrado). Isto confirma que L10 e L18 ndo possuem
atividade de ativacdo transcricional. Desta forma, acredita-se que L10 possa atuar
juntamente com algum transfator, inibindo sua atividade ou controlando-a
positivamente, enquanto L18, possivelmente, atue modulando a traducao.

Foi investigado ainda se mutantes de NIK1 incapazes de fosforilar a proteina

L10 in vitro e outro com atividade quinase superior a NIK1 (Santos A.A., tese de
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doutorado no prelo), redirecionam o substrato para o ndcleo. Para isso 0os mutantes
NIKT474D e NIKG473V/T474A fusionados a GFP foram co-expressos com YFP-L10.
Consistente com os resultados obtidos no ensaio de fosforilagdo in vitro, 0 mutante
superativo de NIK1 (NIKT474D) redirecionou a proteina para o nucleo em torno de
57% das células expressas, enquanto o mutante inativo ndo relocalizou a proteina
para o nucleo (Figura 9). Estes resultados demonstram que o redirecionamento de L10
para o nucleo acionado por NIK depende da atividade de quinase da proteina, o que
reforca a hipétese de que fosforilacdo de L10 por NIK promove a localizacdo nuclear
da proteina. No entanto, novos experimentos serdo necessarios para avaliar a

verdadeira funcéo de L10 no ndcleo.
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Figura 8- Localizacdo subcelular das proteinas L10 e L18, na presenca e auséncia de
NIK. As expressdes das proteinas L10 e L18 foram monitoradas através da fluorescéncia
emitida pela proteina YFP (yellow fluorescent protein), enquanto que a proteina NIK1 foi
detectada pela fluorescéncia da proteina GFP (green fluorescent protein), por meio de
microscopia confocal, em células epidérmicas de tabaco. As barras indicam 10um. As setas
cheias apontam o nucleo e as setas vazias indicam os estdbmatos que autofluorescem. (A) Co-
localizacéo de L10 e NIK. (B) Co-localizagédo de L18 e NIK.
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Figura 9: Relocalizagédo de L10 para o nlcleo depende da atividade de quinase de NIK1.
O grafico representa o redirecionamento da proteina L10 para o ndcleo quando expressa em
Células epidérmicas de tabaco e quando co-expressa com NIK1, NIK1T474D, e
NIK1G473VIT474A. As barras mostram o desvio padréo dos experimentos com trés repeticdes.
N indica o numero total de células analisadas.

Andlise da expressédo de L10 e L18 e co-localizagdo com NIK1 na presenca de
TGMV
As proteinas NSP do TGMV e do CalLCuV sédo capazes de interagir com NIK

inibindo sua autofosforilacéo e, consequentemente, impedindo a sua atividade quinase
(Fontes et al., 2004). Com base nessa informacéo, as localizagcbes subcelulares de
YFP-L10 e YFP-L18 foram analisadas na presenca e auséncia de NIK-GFP em
plantas de tabaco infectadas pelo TGMV. As plantas foram bombardeadas com os
componentes A e B do TGMV, e monitoradas quanto ao aparecimento de sintomas
(Figura 10A) e presenca dos componentes virais por PCR (Figura 10B). Plantas de
tabaco infectadas pelo TGMV mostraram uma mudanca na localizacao citoplasmética
de YFP-L10, acumulando-se na forma de agregados no citoplasma (Figura 11A). Este
fenbmeno ndo ocorreu em plantas inoculadas apenas com microparticulas de
tungsténio, mostrando que a mudanca na localizacdo de L10 ndo é devida a presenga
do tungsténio nas plantas bombardeadas (dado ndo mostrado). Tal mudanca pode ter
ocorrido como resultado da inativacdo de NIK por NSP. A integridade da célula

analisada permite excluir a possibilidade de que tenha ocorrido morte celular (Figura
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11B). Por sua vez, YFP-L18 ndo sofreu nenhuma mudanca em sua localizagédo
quando expressa em plantas infectadas pelo TGMV (Figura 11C).

A inativacdo de NIK por NSP pode evitar a fosforilacdo de L10 e,
consequentemente, comprometer sua localizacdo celular. Neste caso a super-
expressao de NIK poderia compensar este efeito e restaurar a fosforilacdo e a
localizacdo correta de L10. Para avaliar esta possibilidade, as proteinas NIK-GFP e
YFP-L10 ou YFP-L18 foram co-expressas em folhas infectadas de tabaco e analisadas
quanto a localizacdo subcelular (Figuras 12A a 12F). O aumento da expresséo de NIK
parece ter reduzido a inibicdo por NSP, ja que a proteina L10 manteve seu padrao

normal de localizacdo subcelular.

Figura 10: Plantas de tabaco infectadas com TGMV. (A) Plantas de tabaco foram
bombardeadas com os componentes A e B do virus TGMV. Como controle, foi usado uma
planta de tabaco bombardeada apenas com tungsténio. (B) Confirmacéo da infecgéo viral, por
PCR, usando oligonucleotideos degenerados para o componente B de begomovirus. DNA do
componente B de TGMV foi usado como controle positivo da rea¢do. UN indica planta falsa
inoculada e IN planta bombardeada com TGMV.
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Figura 11- Andlise da localizacdo subcelular das proteinas L10 e L18, na presenca de
TGMV. A fluorescéncia emitida pela proteina YFP (yellow fluorescent protein) foi monitorada
por meio de microscopia confocal, em células epidérmicas de tabaco, na presenca do virus
TGMV. As barras indicam 10um. (A) Express@o da proteina L10 na presenca de TGMV,
mostrando um acumulo da proteina em pontos no citoplasma. (B) Integridade da célula
visualizada através do campo branco da foto A. (C) Expressao da proteina L18 na presenca de
TGMV, e sua manutencao no citoplasma.

Figura 12- Co-localizagdo das proteinas L10 e L18 com NIK1, na presenca de TGMV. A
fluorescéncia emitida pela proteina YFP (yellow fluorescent protein) e GFP (green fluorescent
protein) foi monitorada por meio de microscopia confocal, em células epidérmicas de tabaco,
na presencga do virus TGMV. As barras representam 10um. As setas indicam o nucleo. (A)
Localizacdo subcelular de YFP-L10 (B) Localizacdo subcelular de NIK-GFP (C) Co-localizacdo
de L10 e NIK. (D) Localizac&o subcelular de YFP-L18 (E) Localizacdo subcelular de NIK-GFP
(F) Co-localizacéo de L18 e NIK.
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Identificagé@o de linhagens knockout de L10 e L18

Para analisar geneticamente a participacado das proteinas L10 e L18 na via de
resposta a infeccdo viral mediada por NIK e determinar a relevancia biologica da
interacdo L10-NIK e L18-NIK, foram identificados mutantes para os genes L10 e L18,
obtidos por insercdo de T-DNA (Figuras 13A e 13D, respectivamente). O gene L10
(At1lg14320) possui 4 exons e 3 introns, sendo que o T-DNA interrompe o gene no 4°
exon. O gene L18 consiste em 3 exons e 3 introns, e o T-DNA interrompe o gene no 3°
exon. As plantas 110 e [18 foram selecionadas por meio de PCR, utilizando um
conjunto de dois oligonucleotideos senso e anti-senso especificos para L10 ou L18,
além de um oligonucleotideo senso que anela no T-DNA. A amplificacdo de um
fragmento de 1000 pb demonstra a presenca de alelos selvagens (Figuras 13B e 13E,
canaleta Col-0), enquanto que a presenca de uma Unica banda em torno de 700 pb
confirma a insercdo do T-DNA nos dois alelos de At1g14320 (L10) e de At2g34480
(L18). A banda amplificada corresponde ao comprimento entre o T-DNA e a
extremidade 3’ do gene.

Para certificar que os mutantes 110 e 118 selecionados eram, de fato, alelos
nulos, foi realizado um RT-PCR de amostra de RNA de plantulas selvagem Col-0, 110
e 118. Nao houve expressao do gene nos mutantes, confirmando que as plantas com

insercdo de T-DNA, 110 e 118, eram knockout (Figuras 13C e 13F).
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Figura 13 — Identificagcdo de alelos nulos de L10 e L18. (A) e (D) Esquema dos genes
At1g14320 e At2g34480, indicando os introns (linhas) e exons (caixas pretas) de L10 e L18,
respectivamente. O local de inser¢do do T-DNA indicado ndo € apresentado em escala e o
gene esta mostrado na orientagdo 5'-3'. (B) e (E) Genotipagem, por PCR, de plantas 110 e 118
em homozigose. Os tamanhos indicados ao lado estdo em kb. Wt indica a planta selvagem
Col-0. M é o0 marcador de tamanho molecular, 1Kb DNA plus. (C) e (F) RT-PCR confirmando a
expressdo nula de transcritos de L10 e L18 nas plantas 110 e 118, respectivamente, e a
presenca de expressdo normal na linhagem selvagem Col-0. Como controle interno, é
mostrada a amplificacdo utilizando oligonucleotideos para o gene da aractina, a partir do
mesmo cDNA.

Linhggens 10 e 118 exibem aumento de suscetibilidade a infeccdo por
geminivirus

A fim de avaliar a suscetibilidade das plantas knockout 110 e 118 a infec¢éo por
geminivirus, foi realizado um experimento de infectividade, no qual as plantas
selvagem Col-0, e os mutantes 110 e 118 foram inoculadas por biobalistica com DNA-A
e DNA-B do CaLCuV. Por meio da analise dos sintomas das plantas e do acumulo do
DNA viral, foi avaliada a porcentagem de plantas infectadas ao longo do tempo, apés a
infecc@o (Figura 14D). Plantas inoculadas somente com microparticula de tungsténio
foram usadas como controle negativo. Tanto plantas Col-0 quanto 110 e 118
desenvolveram os sintomas tipicos de infeccdo por CaLCuV, porém com intensidade
distinta. Para plantas 110 e 118 infectadas, foram observadas redu¢é@o no crescimento,
clorose e deformacédo foliar, embora os sintomas tenham sido mais severos nos

mutantes 110. O componente A do CaLCuV possui uma mutacdo na proteina da capa,
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produzindo um codon de parada, no qual permite atenuacdo dos sintomas em plantas
infectadas. De fato, as plantas de Col-0 ndo apresentaram sintomas aparente, em
funcdo dessa atenuacdo dos sintomas (Figuras 14A). O acumulo do DNA viral foi
detectado em plantas sintomaticas (Figuras 14B e 14C).

A identificacdo genética de componentes de vias de sinalizacdo lineares ou
integradas baseia-se na similaridade do fenétipo resultante da inativacdo génica de
qualquer um dos componentes da referida via. Por emxemplo, um componente da via
de sinalizacdo mediada por BRI1 (Brasinosteroid-insensitive 1), quando silenciado por
RNA anti-senso, apresenta caracteristicas morfolégicas similares ao fenétipo do BR-
insensitive (Ehsan et al., 2005). Os resultados aqui apresentados indicam que
inativagdo do gene L10 recapitulou o fendtipo de nikl, ou seja, suscetibilidade
aumentada a infeccao viral, sugerindo que L10 € um componente downstream da via

de defesa mediada por NIK.
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Figura 14 — Susceptibilidade de linhagens 110 e 118 a infec¢cdo por geminivirus. (A)
Sintomas associados com a infeccdo por CaLCuV em linhagens knockout. O DNA-A e DNA-B
virais foram introduzidos nas plantas por inoculagao por biobalistica. Acima, Col-0 (esquerda) e
110 e 118 (direita) sédo plantas falsamente inoculadas, bombardeadas somente com particulas
de tungsténio, sem DNA viral. Abaixo, Col-0 (esquerda) e 110 e I118 (direita) sdo plantas
infectadas por CaLCuV. (D) Gréafico dos valores da porcentagem de plantas sistematicamente
infectadas em diferentes dias pds-inoculacao (DPI). O desvio padrao (+) de trés experimentos
independentes foi determinado. B) e (C) Acumulo do DNA viral em plantas infectadas. (E) Taxa
de infeccdo em alelos nulos 110 e 118. A taxa de infeccdo foi expressa como nuamero de DPI
(dias apo6s a infecgdo) requerido para que 50% das plantas estivessem infectadas (DPI 50%).
(O DNA total foi isolado de plantas Col-0 e 110 e 118, com 7 DPI, e diagnosticado por PCR com
oligonucleotideos degenerados para o componente B de begomovirus. IN refere-se as plantas
inoculadas com DNA viral e UN refere-se as plantas inoculadas somente com tungsténio.
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Modelo proposto para a via de sinalizagdo mediada pela proteina NIK

Coletivamente, os resultados da presente investigacdo e aqueles publicados
anteriormente (Fontes et al., 2004; Mariano et al., 2004) sugerem um modelo para a
via de sinalizacdo anti-viral mediada por NIK (Figura 15). Diante de um estimulo de
natureza desconhecida, o dominio LRR extracelular de NIK promove a oligomerizagédo
da proteina, aproximando os dominios de quinase intracelulares dos monémeros. Isto
permite que um monémero trans-fosforile a alga de ativacdo do outro, promovendo a
ativagdo da quinase e levando, provavelmente, a fosforilagdo do substrato L10. Esta
fosforilagdo, por sua vez, redirecionaria a proteina L10 para o nucleo, levando a
ativacdo de uma resposta adaptativa que causaria um impacto negativo na replicacédo
ou no movimento do virus. A ligacdo da proteina viral NSP no dominio intracelular de
NIK, inibia a ativacdo da quinase e, consequentemente, da via de sinaliza¢do anti-viral
mediada por NIK.

Por outro lado, NIK interage com L18 sem levar a fosforilagdo desta proteina.
Isso, juntamente com o fato de L18 ser substrato para BRI1, pode ser um indicativo de
que NIK estaria recrutando L18 do receptor BRI1, impedindo que esta fosse fosforilada
e, assim, atuasse na traducdo de proteinas. A ativacdo de vias de sinalizacdo
associada a eventos de desenvolvimento da planta € um fator positivo para a infeccao
sistémica do virus, uma vez que este depende de diversas interacbes com proteinas
do hospedeiro, as quais facilitem sua replicacdo e seu movimento nas células
infectadas. Nesse sentido, a inibicdo desta via de desenvolvimento mediada por BRI1

dificultaria o estabelecimento da infec¢éo viral na planta.

50



Figura 15 - Modelo proposto para a via de sinalizacdo mediada pela proteina NIK. O esquema mostra um modelo para a via de defesa
antiviral mediada pela proteina NIK com a possivel funcdo desempenha pelas proteinas ribossomais L10 e L18. NSP (Nuclear Shuttle Protein).

NIK (NSP Interacting Kinase). BRI1 (Brassinosteroid-Insensitivel). P (fosforo).
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VI — CONCLUSOES

As proteinas ribossomais L10 e L18 participam da via de sinalizacao
mediada pela proteina NIK, em resposta a infec¢cao por geminivirus. No entanto,
essas proteinas parecem atuar de forma independente e com func¢@es distintas.
Os resultados mostraram que NIK é capaz de interagir com ambas as proteinas
ribossomais, embora seja capaz de fosforilar apenas L10. A fosforilacdo de L10
por NIK é especifica para as proteinas de defesa da familia das LRR-RLK, uma
vez que a proteina de desenvolvimento SERK1, pertencente a mesma familia de
NIK (LRRII-RLK), nédo foi capaz de utilizar L10 como substrato. Por sua vez, a
proteina receptora quinase BRI1 foi capaz de fosforilar L18, mas nao L10.
Experimentos de localizacdo subcelular mostraram que L10 e L18 estdo
localizadas preferencialmente no citoplasma e, em algumas células, no nicleo.
Quando co-expressas com NIK, a localizacdo nuclear de L10 aumentou de 3%
para 30%, enquanto L18 ndo apresentou mudanca na sua localizacdo. Além
disso, em plantas infectadas pelo TGMV, a localizacdo celular de L10 também é
afetada e a proteina parece acumular em pontos do citoplasma. Estas
observacdes indicam uma possivel intervencao do virus na via de sinalizacdo
mediada por NIK durante o ciclo de infecgdo. Ensaios de infectividade com
plantas knockout para os genes L10 e L18 mostraram que essas plantas séo
mais susceptiveis ao CaLCuV. As plantas knockout 110 apresentaram sintomas
mais severos, recapitulando o fenétipo de suscetibilidade aumentada de nik1.
Coletivamente, o0s resultados dessa investigacdo forneceram evidéncias
bioquimicas e genéticas que posicionam a proteina L10 na via de sinalizacédo de

defesa, imediatamente downstream ao receptor NIK.
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APENDICE

Producdo de anticorpos contra a proteina L10 e avaliagdo do soro

imune.

A proteina purificada a partir das células bacterianas foi dialisada em
tampéo PBS 1X (Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM;
pH 7,4). A proteina foi quantificada pelo método de BRADFORD (1976) em
espectrofotdmetro DU 650 BECKMAN com comprimento de onda de 595nm.

O anticorpo foi produzido em coelhos brancos, da raca Nova Zelandia, com
60 dias de idade, nos quais foram feitas trés inocula¢gBes da proteina. A primeira
com 50 ug de proteina em PBS 1X com adjuvante de Freund completo (GIBCO
BRL) por via intramuscular, e as duas subsequientes também com 50 ug de
proteina porém, com adjuvante de Freund incompleto (GIBCO BRL). Os
intervalos usados entre cada aplicacdo foram de 15 dias. Previamente as
inoculagdes, foi coletado o sangue obtendo o anti-soro normal (pré-imune). As
coletas de sangue foram feitas em veias periféricas da orelha com auxilio de um
bisturi e usando-se xilol como dilatador de veias. A primeira coleta foi feita uma
semana apo6s a 12 inoculagdo, totalizando trés coletas com intervalo de duas
semana entre elas. Em torno de 10 mL de sangue foi coletado em um béquer
embalsamado de vaselina. O béquer foi deixado em banho-maria a 37°C por 2
horas, depois a 4°C durante 16 horas. O soro separado foi coletado em
microtubos no gelo e centrifugado a 8.000 x g a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo limpo e etiquetado.

A gqualidade do anti-soro foi avaliada utilizando 50 ng da proteina purificada
HIS-L10 e fixadas em membrana de nitrocelulose por meio de Western blot.
Diluicdo do anti-soro em TBS 1X (Tris 10 mM, NaCl 1,5 mM), 1:1.000 foi testada

(Figura 13). As membranas foram mantidas sob agitacdo com os anti-soros por
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16 horas. Apés a incubagdo, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS-
T 1X e incubados com o segundo anticorpo monoclonal anti-rabbit,
imunoglobulinas Clone RG-16 conjugado a enzima fosfatase alcalina (SIGMA),
diluido 1:100.000. As membranas foram reveladas com os substratos da
fosfatase alcalina NBT (8,25 ug.mL™) e BCIP (4,12 ug.mL™) (PROMEGA) com

5mL tampéao apropriado (Tris-HCI 100 mM pH 9.8, NaCl 100 mM, MgCl, 50 mM).
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Figura 16: Purificacdo das proteinas recombinantes L10 e L18
fusionadas a. As proteinas purificadas foram reveladas por Comassie Brilliant
Blue. As canaletas (1), (2) e (3) correspondem, respectivamente, a proteina no
10, 2° e 3° eluato. M corresponde ao marcador de massa molecular.
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Figura 17: Western Blot do soro imune anti-L10. Foi testado a
concentracao de 50ng de proteina purificada HIS-L10 com diluicdo do antisoro
de 1:1.000. As trés coletas foram analisadas para escolher qual seria utilizada.
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