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RESUMO

CONDORI APFATA, Jorge Alberto, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2010. Analise funcional da via de sinalizagcao antiviral mediada por NIK em
tomateiro. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Coorientadores: Marcelo
Ehlers Loureiro e Francisco Murilo Zerbini Junior.

A proteina NSP de begomovirus facilita o transporte do DNA viral do nucleo
para o citoplasma e coopera com a proteina de movimento MP para promover o
transporte do DNA viral as células adjacentes n&o infectadas através dos
plasmodesmas. A proteina NSP interage com membros da familia LRR-RLK (“leucine-
rich repeat receptor like kinase”), designados NIK (“NSP-Interacting Kinase”). A ligacao
de NSP na alga de ativacdo de NIK inibe a atividade quinase, e conseqlientemente, a
proteina viral inibe a atividade de autofosforilacdo desses receptores e sua atividade
de defesa antiviral. Estudos de mutagénese na alga de ativagdo de NIK demonstraram
que o residuo Treonina 474 é fosforilado in vitro e exerce uma funcéo crucial para
atividade de quinase que é requerida para sinalizagao antiviral. Mutag&o no residuo de
Thr-474 para aspartato resulta no mutante T474D que exibe ativagdo constitutiva,
atividade de fosforilagao do substrato aumentada e menor efeito inibidor de NSP. Este
trabalho teve como objetivo caracterizar o dominio quinase de NIK na resposta de
defesa antiviral em tomateiros. Tomateiros foram transformados com a construcédo que
codifica para NIK super ativa (35S-AtNIK-T474D). Os transformantes primarios foram
selecionados por PCR e a expressao do transgene em linhagens independentes foi
confirmada por RT-PCR normal e em tempo real. A super expressao da NIK1 e NIK-
T474D super ativa em tomateiros promoveu um alongamento de entrenés, mas afetou
negativamente o desenvolvimento do sistema radicular, demonstrando uma possivel
comunicagao cruzada entre a via de sinalizagdo antiviral mediada por NIK e vias de
sinalizacdo de desenvolvimento. Experimentos de infectividade foram conduzidos em
linhagens transgénicas superexpressando AtNIK ou AtNIK-T474D, utilizando o virus
ToYSV-[MG-Bi2]. Super expressao de NIK super ativa alterou a taxa de infecgado por
ToYSV e interferiu no desenvolvimento dos sintomas. Comparado com as plantas nao
transformadas e a linhagem transgénica 35S-AtNIK1-6 superexpressando NIK normal,
a taxa de infeccdo foi inferior e os sintomas mais atenuados em linhagens
transgénicas independentes superexpressando AtNIK-T474D. Estes resultados
confirmam in planta o papel essencial da fosforilagcdo do residuo de Treonina 474 de
NIK e indicam a possibilidade de se desenvolverem estratégias de tolerancia a

geminivirus mais eficientes.



ABSTRACT

CONDORI APFATA, Jorge Alberto, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, february,
2010. Functional analysis of the NIK-mediated antiviral signaling in tomato. Advisor:
Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-advisors: Marcelo Ehlers Loureiro and Francisco
Murilo Zerbini Junior.

The begomovirus NSP (nuclear shuttle protein) facilitates the transport of viral
DNA from the nucleus to the cytoplasm and cooperates with the movement protein MP
to promote the translocation of viral DNA to the adjacent, uninfected cells through
plasmodesmata. NSP interacts with members of the LRR-RLK (“leucine-rich repeat
receptor like kinase”) family, designated NIKs (“NSP-Interacting Kinase”). Binding of
NSP to the activation loop of NIK inhibits kinase activity and hence the viral protein
suppresses receptor autophosphorylation and defense responses. Mutagenesis assays
in the activation loop of NIK have demonstrated that the threonine 474 residue is
phosphorylated in vitro and plays a crucial role in the kinase activity that is required for
signaling. Replacement of Thr-474 with aspartate produces the T474 mutant, which
exhibits constitutive activation, enhanced substrate phosphorylation activity and less
inhibitory effect by NSP binding. The goal of this investigation was to analyse the NIK
kinase domain in defense responses against begomovirus in tomato. The NIK mutant
T474D cDNA was placed under the control of 35S promoter into a binary vector for
plant transformation (35S-AtNIK-T474D). Primary transformants were selected by PCR
and the expression of the transgene was confirmed by normal and quantitative RT-
PCR in independently transformed lines. NIK and NIK-T474D overexpression in tomato
plants affected the overall developmental performance of transgenic lines, which
display elongated stems and a root system less developed. These phenotypes were
consistent with a cross-communication between the NIK-mediated antiviral signaling
and developmental signaling pathways. Infectivity assays were carried out in AtNIK-
and AINIK-T474D-overexpressing lines, with the virus ToYSV-[MG-Bi2].
Overexpression of super active AtNIK-T474D altered the infection rate by ToYSV, and
interfered in symptom development. As compared to untransformed plants and NIK-
overexpressing 35S-AtNIK1-6 transgenic lines, independent transgenic AtNIK-T474D
lines displayed lower infection rate and attenuated symptoms. These results confirmed
in planta the essential role for phosphorylation of the Thr-474 residue for NIK function
and underlined the possibility for the development of more efficient tolerance strategies

against geminiviruses.



INTRODUGCAO

As doengas vegetais causadas por virus causam sérias perdas econémicas em
muitas culturas importantes ao reduzir o rendimento e qualidade das colheitas. Ainda que
0s virus sejam simples entidades genéticas compostos por um acido nucléico protegido
por um capsideo protéico, os mecanismos pelo quais muitos sintomas s&o gerados, e
como as plantas resistem esses efeitos ainda sdo altamente desconhecidos (Kang et al.,
2005).

Dentro dos virus que infectam vegetais, a grande maioria de familias possui
genomas compostas por RNA, e somente poucas familias possuem genomas
compostos de DNA (Rojas et al., 2005). Os geminivirus constituem um grupo grande
de virus que infectam plantas, caracterizados por possuir um DNA circular de fita
simples e empacotado em particulas geminadas isométricas, sendo transmitidos por
insetos da ordem Hemiptera como cigarrinhas e mosca branca (Rojas et al., 2005;
Andrade et al., 2006). A familia Geminiviridae é constituida por quatro géneros:
Mastrevirus, Curtovirus, Topocovirus e Begomovirus, sendo diferenciados pela planta

hospedeira, pelo inseto vetor e pela organizagdo do genoma (Gutierrez et al., 2004).

Os Begomovirus tém dois componentes gendmicos designados DNA-A e DNA-
B; ambos requeridos para uma infec¢do sistémica (Gutierrez, 1999). O DNA-A
codifica cinco proteinas requeridas para replicagdo (Rep e REn), encapsidacao (CP),
transativacédo de genes virais (TrAP) e supressao das fungbes de defesa mediada por
RNAIi da planta hospedeira (AC4 e TrAP; Gutierrez, 2000; Vanitharani et al., 2005). O
DNA-B codifica duas proteinas, a proteina de movimento MP e a proteina NSP
(“nuclear suttle protein”), ambas necessarias para o movimento intra e intercelular do
DNA viral (Waerd e Lazarowitz, 1999; Gutierrez et al., 2004). A localizagao nuclear do
geminivirus durante a replicacao requer duas fungdes de movimento necessarias para
translocar o genoma viral intracelularmente do nucleo ao citoplasma e
intercelularmente para as células adjacentes. A proteina NSP facilita o transporte do
DNA viral do nucleo para o citoplasma e coopera com a proteina de movimento MP
para promover o transporte do DNA viral as células adjacentes n&o infectadas através
dos plasmodesmas (Sanderfoot e Lazarowitz, 1996; Lazarowitz e Beachy, 1999;
Gilbertson et al., 2003).



De acordo com a fungdo de NSP no transporte do DNA viral na planta, em
cooperagcdo com a proteina MP, pode-se prever que esta proteina associe-se com
proteinas do hospedeiro em diversos compartimentos celulares, como nucleoplasma,
poro nuclear, citoplasma e membrana plasmatica (Gafni and Epel, 2002). Consistente
com esta observagao, tem sido identificada proteinas do hospedeiro que interagem
com NSP na membrana plasmatica, como membros da familia LRR-RLK (“leucine-rich
repeat receptor like kinase”), designados NIK (“NSP-Interacting Kinase”; Mariano et al.,
2004). A ligacdo de NSP no loop de ativacdo de NIK inibe a atividade quinase e,
consequentemente, a proteina viral inibe a atividade de autofosforilacdo desses

receptores (Fontes et al., 2004).

A superexpressao de NIK1 de Arabidopsis thaliana em plantas de tomateiro
promoveu um retardamento no crescimento dos transformantes primarios (Carvalho et
aL., 2008c). Entretanto, em experimentos de infectividade viral, foi observado que,
embora a superexpressdo de NIK ndo altere a taxa de infec¢cdo pelo begomovirus
Tomato yellow spot virus (ToYSV), interfere significativamente no desenvolvimento
dos sintomas, os quais se tornam bem menos severos nas plantas transgénicas
(Carvalho et al., 2008c). Recentes estudos de metagénese sitio-dirigida na al¢a de
ativagdo de NIK demonstraram que o residuo Thr-474 é fosforilado in vitro e exerce
uma fungado crucial para a atividade de quinase que é requerida para sinalizagcao
antiviral (Santos et al., 2009). A mutagdo do residuo de treonina 474 por acido
aspartico (T474D) nao causa impacto acentuado na atividade de autofosforilagao, e
aumenta 1,5 vezes a atividade de fosforilagao do substrato endégeno L10 (Santos et
al., 2009). Estes resultados indicam que o mutante T474D ¢omporta-se como uma
forma constitutiva e super ativa de NIK. Baseado nestes resultados, a hipotese da
presente investigacao seria que a funcao de viruléncia de NSP nao inibiria a proteina
mutante NIK super ativa in vivo e, como consequéncia, a expressao da NIK super ativa
em plantas de tomateiros poderia conferir maior tolerancia a infecgao pelo geminivirus
ToYSV. Assim sendo, a presente dissertacdo teve como objetivo avaliar o efeito da
expressao ectépica do mutante T474D no desenvolvimento do tomateiro e na

eficiéncia de infeccdo por geminivirus.



REVISAO DE LITERATURA

1. Geminivirus

1.1 Caracteristicas dos Geminivirus

A familia Geminiviridae inclui um numero crescente de virus que infectam
plantas e freqlentemente produzem perdas muito significativas em culturas de
importancia econémica, tanto monocotiledéneas e dicotiledéneas (Moffat, 1999). Os
geminivirus possuem um genoma composto por uma ou mais moléculas de DNA de
fita simples circular (ss DNA), cada uma com 2,5 a 3,0 Kb (Harrison, 1985). Uma
caracteristica distintiva € a morfologia icosaédrica geminada do virion, com
aproximadamente 18 nm de didmetro e 30 nm de comprimento (Gutierrez et al., 2004).
A proteina capsidial (CP) é conservada na sua capacidade para formar esses virions
unicos (Harrison, 1985), mais difere em termos de especificidade para sua

transmisséo pelo inseto vetor (Briddon et al., 1990).

1.2 Taxonomia

Baseados na organizagdo do seu genoma, gama de hospedeiros e tipo de
inseto vetor, os geminivirus sao classificados em quatro géneros: Mastrevirus,
Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus (Figura 1). Os Mastrevirus, tendo como
membro tipo o Maize streak virus (MSV), possuem genoma monossegmentado,
infectam na maioria dos casos espécies monocotileddneas e sdo transmitidos por
diferentes espécies de cigarrinhas. Seu genoma tem duas regides intergénicas, uma
longa (LIR, large intergenic region) e outra pequena (SIR, small intergenic region)
localizada em lados opostos do genoma viral (Gutierrez et al.,, 2004; Rojas et al.,
2005).

Os Mastrevirus tém duas caracteristicas unicas: (1) a presenga de uma
sequéncia de DNA de aproximadamente 80 nt que anela na regido SIR e (2) a
ocorréncia de um evento de “splicing” do transcrito da fita complementar. O genoma
dos mastrevirus codifica quatro proteinas: a proteina de movimento (MP) e a proteina
capsideal (CP) no sentido viral, e as proteinas RepA, exclusiva deste género, e Rep,

na fita complementar (Gutierrez et al., 2004; Rojas et al., 2005).



Os Curtovirus tém como membro tipo o Beet severe curly top virus (BSCTV),
infectam plantas dicotileddneas e sao transmitidas por cigarrinhas; também possuem
genoma monosegmentado, embora sua organizacao gendmica difira dos mastrevirus.
Além das proteinas MP e CP, seu genoma codifica a proteina V2 no sentido viral. A
fita complementar possui 04 ORFs que codificam as proteinas Rep, C2, Ren
(replication enhancer) e C4 (Gutierrez, 2000; Gutierrez et al., 2004; Rojas et al., 2005).

O género Topocuvirus €& representado por apenas um membro, Tomato
pseudo-curly top virus (TPCTV), sendo transmitido por cigarrinhas. Possui genoma
monossegmentado, com organizacdo gendmica similar aos curtovirus (Gutierrez,
2000; Gutierrez et al., 2004; Rojas et al., 2005).

O género Begomovirus tem como membro tipo o Bean golden severe mosaic
virus (BGSMV), e inclui espécies com um ou dois componentes gendmicos
transmitidas por mosca-branca (Bemisia tabaci) a espécies dicotileddneas.
Tipicamente, os begomovirus encontrados no Brasil sdo bissegmentados, sendo os
componentes genémicos denominados DNA-A e DNA-B, e ndo apresentam
similaridade na sua sequéncia, exceto por uma regido comum (RC) altamente
conservada (> 90% de identidade) de 200 nt. A regido comum contém a origem de
replicagdo de ambos componentes, mantendo-se assim a fidelidade do genoma

bissegmentado (Rojas et al., 2005).

O DNA-A codifica a proteina CP no sentido viral e no sentido complementar
codifica quatro proteinas: Rep, TraP (ativador transcricional), REn e AC4. O DNA-B
codifica proteinas envolvidas diretamente no movimento do DNA viral, a proteina NSP
(“nuclear shuttle protein”), conhecida também como BR1 ou BV1, e a proteina MP
(“movement protein”), tambén conhecida como BL1 ou BC1, assim, ambos
componentes sao essenciais para o estabelecimento de uma infeccdo sistémica
eficiente (Rojas et al., 2005). No entanto, algums begomovirus, como Tomato yellow

leaf curl virus, possuem genoma monossegmentado (Gutierrez et al., 2004).



Mastrevirus Curtovirus Topocuvirus
AATATT ‘l

BCTV

BGMV, TGMV, ACMV, SqLCV, TYLCV

Gutierrez et al., 2004

Figura 1: Organizacao genémica dos quatro géneros da familia Geminiviridae.
Mastrevirus: MSV (Maize streak virus), WDV (Wheat dwarf virus); SSV (Sugarcane
streak virus), BeYDV (Bean yellow dwarf virus). Curtovirus: BCTV (Beet curly top
virus). Topocuvirus: TPCTV (Tomato pseudo-curly top virus). Begomovirus: BGMV
(Bean golden mosaic virus), TGMV (Tomato golden mosaic virus), ACMV (African
cassava mosaic virus), SqQLCV (Squash leaf curl virus), TYLCV (Tomato yellow leaf
curl virus). Os codigos para as proteinas virias sdo: RepA, proteina associada com a
replicagcdo que interage com retinoblastoma; Rep, proteina de iniciagdo da replicagao;
REnN, proteina “enhancer” da replicagao; TrAP, proteina de ativacao transcricional; MP,
proteina de movimento; CP, proteina do capsideo; BV1/NSP, “nuclear shuttle protein”.
Proteinas com fungdes nao definidas estdo nomeadas de acordo com sua posi¢cao no
mapa genético. Regides ndo codificadoras (ou parte delas) correspondem a grande
regido intergénica (LIR) e a pequena regido intergénica (SIR) em mastrevirus, a regido
intergénica em curtovirus (IR) e a regido comum (CR) para topocuvirus e
begomovirus. A seqliéncia invariavel TAATATTAC, localizada na regido intergénica
estd indicada juntamente com o sitio de iniciagéo (!) para a replicagao circulo rolante.
Setas vermelhas indicam genes localizados na fita complementar e as setas azuis na
fita viral.



1.3 Replicagcao dos Geminivirus

O ciclo de replicagdo dos geminivirus pode ser subdividido em varios estagios
funcionalmente diferentes, caracterizados por eventos especificos. Durante a fase
inicial da infecgao, as particulas virais séo injetadas pelo inseto vetor, e 0 genoma viral
€ transportado ao nucleo da célula hospedeira por mecanismos cujos detalhes
moleculares ainda sdo desconhecidos. Uma vez no nucleo, a amplificagcao do genoma
viral ocorre em trés estagios diferentes; o primeiro estagio envolve a conversdo do
DNA circular de fita simples (ssDNA) numa forma intermediaria ou forma replicativa |
(RFI), que consiste de um DNA circular de fita dupla (dsDNA); no segundo estagio
ocorre a amplificacdo do dsDNA intermediario pelo mecanismo de circulo rolante; o
terceiro estagio corresponde a producdo e encapsidacdo do ssDNA maduro em

particulas virais (Gutierrez, 2002).

Os geminivirus codificam a proteina requerida para o inicio da replicacao e
recrutam os componentes da maquinaria de replicacdo da célula hospedeira. Os
begomovirus, curtovirus e topocuvirus codificam duas proteinas necessarias para uma
replicagao viral eficiente. A proteina AL1 (também conhecido como AC1, C1 ou Rep) é
o fator de iniciagcdo que media o reconhecimento da origem de replicagdo do DNA e
cliva/liga ao inicio e término da replicacédo por circulo rolante (Fontes et al., 1994). A
proteina AL3 (também conhecida como AC3, C3 ou Ren) promove o acumulo de altos
niveis do DNA viral, possivelmente por modificar a atividade de AL1 ou auxiliar no

recrutamento de enzimas da replicagdo do hospedeiro (Castillo et al., 2003).

1.4 Movimento intra e intercelular dos geminivirus

Dentro da célula, a forma infecciosa do virus deve ser transportada através de
uma rede complexa de microtubulos, microfilamentos e provavelmente elementos do
citoesqueleto. A natureza do citoplasma restringe a livre difusdo de complexos
macromoleculares maiores que 500 kDa (Aaziz et al.,, 2001). Os virions dos
geminivirus e seu genoma sdo muito maiores do que este limite. Os modelos comuns
de movimento viral célula a célula argumentam que a translocagéo dos virus vegetais
as ceélulas adjacentes nao infectadas ocorre via plasmodesmas ou tubulos derivados
do reticulo endoplasmatico induzidos pelo virus (Noueiry et al., 1994; Lazarowitz e
Beachy, 1999; Gafni e Epel, 2002).



O modelo fundamentado na translocacdo do genoma viral através dos
plasmodesmas preconiza que a proteina NSP facilita o movimento intracelular do
genoma viral do nucleo ao citoplasma, onde € substituida pela proteina MP, que
transporta o DNA viral as células adjacentes via plasmodesmas (Noueiry et al., 1994).
Com relagédo ao segundo modelo de translocagcao do genoma viral célula a célula, a
proteina MP facilitaria o transporte intracelular do DNA viral mediado pela proteina
NSP, do nucleo ao citoplasma e, posteriormente, mediaria o transporte do complexo
NSP-DNA para as células adjacentes via tubulos derivados do reticulo
endoplasmatico, induzidos pela infeccao viral (Lazarowitz e Beachy, 1999). Os dois
mecanismos baseiam-se na observagdo de que a proteina NSP funciona como uma
lancadeira do DNA viral entre o nucleo e citoplasma e atua em cooperagdo com a
proteina MP para promover a dispersdao do DNA viral célula a célula (Lazarowitz e
Beachy, 1999).

2, Interagdo geminivirus — hospedeiro

2.1 Interagoes da proteina NSP com proteinas do hospedeiro

De acordo com a fungao da proteina NSP no transporte do DNA viral na planta,
em cooperacado com a proteina MP, pode-se prever que esta proteina se associe com
proteinas do hospedeiro em diversos compartimentos celulares como nucleoplasma,
poro nuclear, citoplasma e membrana plasmatica (Gafni e Epel, 2002). Consistente
com esta observacao foi demonstrado que NSP interage com a acetil transferase
nuclear de Arabidopsis, denominada AtNSI (“Nuclear shutle protein interactor”:
McGarry et al., 2003). AtNSI nao acetila a proteina NSP, mas acetila especificamente
a proteina CP (McGarry et al., 2003). Foi demonstrado que NSP liga-se ao sitio de
oligomerizagado do AtNSI, e interferie 0 montagem do complexo enzimatico multimérico
altamente ativo (Carvalho et al., 2006). Estes resultados sugerem um mecanismo pelo
qual a interacdo NSP-NSI regula a exportagdo nuclear do genoma viral. NSP ao
recrutar NSI forma um complexo ternario com o genoma viral ligado a proteina CP.
Acetilacdo da proteina CP por NSI poderia diminuir sua afinidade pelo ssDNA e
permitir que a proteina NSP desloque a proteina CP e exporte o ssDNA do nucleo ao

citoplasma (Lazarowitz e Carvalho, 2004; Lazarowitz et al., 2006).

No citoplasma, uma proteina citosdlica, denominada NIG (NSP-interacting
GTPase), liga-se a proteina viral NSP e promove sua relocalizagdo do nucleo para o

citoplasma. Baseado nesta capacidade de movimentar o complexo NSP-DNA do
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nucleo ao citoplasma e sua localizacdo subcelular, foi proposto que NIG funciona
como um cofator de NSP, e facilita o transporte intracelular do complexo NSP-DNA
viral do envelope nuclear a periferia citoplasmatica onde poderia ser substituida pela
proteina MP ( Carvalho et al., 2008a; 2008b).

Na membrana plasmatica foi identificado que a proteina NSP interage com
membros da familia “PERK-like kinase”, designada NsAK (“NSP-Associated kinase”;
Florentino et al.,, 2006) e com membros da familia LRR-RLK (“leucine-rich repeat
receptor like kinase”), designados NIK (“NSP-Interacting Kinase”; Mariano et al., 2004).
A interagcao de NSP com membros da familia LRR-RLK inibe sua atividade quinase € a
resposta de defesa antiviral, atuando como um fator de viruléncia (Fontes et al., 2004),
No entanto, a interacdo de NSP com NsAK resulta numa interacao tipo substrato-
enzima, que poderia regular a fungao de NSP por fosforilacdo (Florentino et al.,
2006).

3. Receptores quinase em plantas

3.1 Caracteristicas

Os receptores do tipo proteina quinase (RPKs) sdo um grupo diverso de
proteinas que se localizam na membrana celular e permitem a célula reconhecer e
responder a diversos sinais e estimulos do ambiente extracelular (Becraft, 2002).
Estes receptores apresentam uma estrutura caracteristica geral. Sao proteinas
integrais de membrana, com um dominio amino terminal na parte extracelular, uma
regido transmembrana e um dominio quinase intracelular na regido carboxi terminal
(Walker, 1994).

Sao reconhecidas duas classes principais de RPKs, diferenciadas pela
especificidade de seu substrato do dominio quinase: os receptores tirosina quinase
que fosforilam residuos de tirosina, e os receptores serina/treonina quinase, que
fosforilam residuos de serina e treonina. O genoma vegetal codifica um numero
grande de proteinas quinases transmembranas, similarmente aos receptores dos
fatores de crescimento animal do tipo receptores tirosina quinase. Estes receptores
quinases nas plantas sdo denominados coletivamente RLK (“Receptor-Like Kinases”;
Shiu e Bleecker, 2001; Becraft, 2002).



O dogma para a fungao dos RPKs é que estes receptores existem na
membrana como monémeros inativos, sendo que a ligagdo do receptor a molécula
ligante induz dimerizacdo dos mondmeros, o que aproxima os dominios quinase

intracelularmente, permitindo transfosforilar e ativar um ao outro (Becraft, 2002).

3.2 Familia RLKs em plantas

A primeira familia de genes que codificam RLKs foi descoberta em milho
(Walker e Zang, 1990). Desde entao, milhares de genes RLKs foram identificados em
diferentes espécies vegetais. Em Arabidopsis thaliana, a familia de genes RLKs tem
mais de 610 membros, constituem 60% de todas as quinases presentes e podem ser

classificadas em 45 subfamilias (Shiu e Bleecker, 2001).

A funcdo das RLKs em plantas pode ser dividida em duas principais categorias.
A primeira consiste de quinases envolvidas no crescimento e desenvolvimento celular.
Por exemplo, em A. thaliana, HAESA esta envolvida na abscisdo de 6rgaos florais (Jim
et al.,, 2000), BRI1, na regulacdo do crescimento celular (Li e Chory, 1997), e
CLAVATA 1 no desenvolvimento do meristema (Clark et al., 1997).

A segunda categoria funcional inclui proteinas RLKs envolvidas na interacao
planta-patégeno e respostas de defesa, tal como o produto de gene XA21, que confere
resisténcia a mancha bacteriana em arroz (Song et al., 1995) e a percepg¢ao da

flagelina pelo produto do gene FLS2 em A. thaliana (Gomez-Gomez e Boller, 2000).

Proteinas RLKs que ndo se enquadram nas duas principais classes incluem
proteinas implicadas em simbiose como NURK/SYMRK e HAR1 (Krusell et al., 2002),
receptor quinase S (SRK) que contribui para autoincompatibilidade (Kachroo et al.,
2001) e SRHS, uma proteina envolvida no controle da fixagdo do N atmosférico
(Vinagre et al., 2006).

A familia de RLKs em A. thaliana é dividida em 45 subfamilias, baseado na
presenga e identidade entre os dominios extracelulares e no relacionamento
filogenético deduzido pelo dominio quinase (Shiu et al., 2004). Os dominios
extracelulares sao classificados em 15 tipos. A maioria contém o dominio LRR
(“leucine rich repeat”), sendo que os demais grupos possuem os dominios lectin tipo
C, CRINKLY4-like, RLK1-like, DUF26, extensina, legume lectin (L-lectin), LRK-10-like,



Lys M, URK1, PERK-like, RKF3-like, dominio-S, thaumatina ou WAK-like (Haffani et
al., 2004).

RLKs contendo o dominio extracelular LRR representam o maior grupo desses
receptores em A. thaliana, sendo dividido em 13 subfamilias (LRR | a LRR XIlI),
baseadas na organizacdo do dominio, numero de copias e arranjo do LRR no motivo
extracelular (Dievart e Clark, 2004), e no nimero de introns e exons nos genes RLKs
(Zhang et al., 2006). Os dominios LRRs sdo motivos comuns nas proteinas envolvidas
na transdugdo de sinais e acredita-se que mediam as interagdes proteina-proteina
(Shiu e Bleecker, 2001).

O modelo que explica o funcionamento do receptor RLK sustenta que o
receptor percebe sinais mediante seu dominio extracelular e propaga a sinal através
do dominio quinase intracelular (Shiu e Bleecker, 2001). Em alguns casos conhecidos,
os receptores RLKs estdo na membrana como mondmero inativo (Becraft, 1998). A
interacdo com o ligante induz uma mudanga na conformagédo no dominio extracelular
que resulta na dimerizagao, levando assim os dominios quinases intracelulares a se
aproximarem. A proximidade dos dominios conduz a transfosforilagdo, sugerindo que

a oligomerizagao exerce papel na ativagdo da proteina (Horn e Walker, 1994).

3.3 Receptores quinase na sinalizagao de Brassinosterdides

Os Brassinosteroides (BRs) sao horménios vegetais tipo esterdide que regulam
a expansao, diferenciacgao e proliferagédo celular. Os BRs estdo envolvidos em diversos
processos como a elongacao do caule, diferenciagao vascular, fertilidade masculina,
tempo de florescimento e senescéncia, desenvolvimento foliar e resisténcia a

estresses bidticos e abidticos (Li e Chory, 1997).

Os BRs sao percebidos por receptores transmembranas quinases que iniciam
a transducao da sinalizacdo em cascata mediante eventos de fosforilagcdo. Os BRs
ligam-se a um subdominio extracelular LRR do receptor quinase BRI
(BRASSINOSTEROID-insensitive 1) na membrana plasmatica (Li e Chory, 1997;
Kinoshita et al., 2005). Um segundo receptor LRR-RLK, denominado BAK1 (BRI1-
ASSOCIATED KINASE 1), interage com BRI1 mas ndo pusei o dominio de ligagéo a
BRs, n&o ligando a BRs por si mesmo (Li et al., 2002).

10



Uma propriedade comum associada a receptores quinases é a homo ou
heterodimerizagdo dependente do ligante, seguido pela ativagdo da quinase e
subsequente fosforilagcdo do substrato citoplasmatico envolvido na via de sinalizagao
especifica (Becraft, 2002). Assim sendo, para a ligagdo do BRs com BRI1 e posterior
ativacdo, é necessario sua homo-dimerizagdo, promovendo posteriormente a hetero-
oligomerizagdo com BAK1, que resulta num receptor complexo tetramérico (Wang et
al., 2005).

A ativagcédo de BRI1 e BAK1 pelos BRs inicia a via de sinalizagdo em cascata,
que permite a expressdo de genes controlados por BRs. Os componentes
“downstream” desta cascata incluem a quinase BIN2 (BR INSENSITIVE 2), a fosfatase
nuclear BSU1 (BRI1 SUPRESSOR PROTEIN 1) e os fatores de transcricdo BZR1
(BRASSINAZOLE RESISTANT 1) e BES1 (BRI1 EMS SUPRESSOR 1). A kinase BIN2
€ um regulador negativo da sinalizacdo por BRs, que fosforila e inativa as proteinas
BZR1 e BES1. A fosforilagdo destas proteinas as endereca para sua degradacgéo pelo

proteossomo (He et al., 2002).

BZR1 é uma proteina nuclear que se liga especificamente a sequéncias
CGTG(T/C)G, conhecidos como elementos responsivos a BRs (BRRE), encontrados
em promotores dos genes CPD e DWF4 que suprimem a expressado de dois genes
envolvidos na biossintese do BR (He et al., 2005). A proteina BES1 liga-se a

sequéncias CANNTG em promotores de genes ativados por BR (Yin et al., 2005).

Na auséncia de BRs, nem BRI1 nem BAK1 séo ativados, uma vez que BIN2 é
uma quinase constitutivamente ativa que fosforila BES1 e BZR1, promovendo sua
degradacao no citossol e inibigdo de sua atividade de ligagdo a DNA no nucleo. Em
resposta a BRs, os receptores BRI1 e BAK1 sdo ativados e BIN2 ¢é inibido. Como
resultado, BES1 e BZR1 nao fosforilados no citosol sdo translocados ao nucleo. As
proteinas BES1 e BZR1 fosforiladas no nucleo sao de-fosforiladas provavelmente pela
fosfatase nuclear BSU1 e sdo acumuladas no nucleo onde regulam a expressao de

genes responsivos a BRs (Li e Jin, 2006).

Com a demonstragao da interacédo direta de BRs com BRI1 e BAK1, e entre
BIN2, BZR1/BES1 e promotores de genes de resposta a BRs, permanece ainda uma
lacuna no entendimento da transdug¢ao do sinal mediada pelos BRs entre a percepcgao

de BRs na membrana celular e a subseqiente inativacdo de BIN2 no citoplasma.
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Assim sendo, torna-se prioritaria a identificacdo de substratos de BRI1 e BAK1 para

completar o entendimento da sinalizagao por BRs.

Foi identificada em A. thaliana a proteina transthyretin (TLL) como um substrato
potencial de BRI1. O dominio quinase de BRI1 fosforila TLL in vitro e as evidéncias
genéticas sugerem que TLL ¢é um regulador negativo das respostas de
desenvolvimento mediadas por BRs (Nam e Li, 2004). Adicionalmente, TRIP1, uma
proteina com sequiéncia similar ao substrato do receptor tipo Il TGF-[3, é fosforilada in
vitro por BRI1 e se associa diretamente com BRI1 in vivo, sugerindo que TRIP1

também & um potencial substrato de BRI1 (Ehsan et al., 2005).

O sitio ativo do dominio quinase de NIK, o receptor quinase que interage com a
proteina viral NSP de geminivirus, tem alta similaridade com o dominio quinase de
BRI1 e AtSERk1 (Fontes et al., 2004). Recentemente, foram identificadas duas
proteinas que interagem com este receptor NIK, as proteinas ribossomais L10 e L18.
NIK é capaz de interagir e fosforilar a proteina L10, mas n&o a proteina L18 (Carvalho
et al., 2008c). Entretanto, BRI1 é capaz de interagir e fosforilar a proteina L18 com alta
eficiéncia, mais nao fosforila a proteina L10, o que sugere que a proteina ribossomal
L18 poderia ser um substrato de BRI1 (Rocha, 2007). Estes resultados indicam que
pode haver uma comunicacao cruzada entre a via de resposta a BR mediada por BRI1

e a via de sinalizagao anti-viral mediada pela proteina NIK.

4. Receptores NIK (“NSP-Interacting Kinase”)

A proteina NIK esta estruturalmente relacionada com a superfamilia de RLKs
do tipo serina/treonina quinase. Apresenta um dominio N-terminal composto por uma
regidao LRR (“leucine rich repeats”), seguido por um segmento que corresponde ao
dominio transmembrana hidrofébico, e na regiao C-terminal, um dominio catalitico de
serina/treonina quinase (Fontes et al., 2004). Os homdlogos da proteina NIK de
tomateiro, LeNIK (Licopersicum esculentum NSP-interacting kinase), de soja, GmNIK
(Glycine max NIK) e trés homoélogos de Arabidopsis thaliana (AtNIK) interagem com
NSP de diferente geminivirus (Fontes et al., 2004; Mariano et al., 2004). Assim, a
interacdo NSP-NIK & conservada entre as diferentes NSPs dos geminivirus e

homdlogos de NIK de diferentes hospedeiros.

A ligacdo de NSP na algca de ativagdo de NIK inibe a atividade quinase e,

consequentemente, a proteina viral inibe a atividade de autofosforilacdo desses
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receptores. Além disso, a perda da funcdo de NIK em Arabidopsis thaliana aumenta
sua susceptibilidade a infecgao viral, sugerindo que NIK esta envolvida na resposta de

defensa antiviral (Fontes et al., 2004).

Foi demonstrado que a superexpressdo de NIK1 de Arabidopsis thaliana em
tomateiros promove um retardamento no crescimento dos transformantes primarios, os
quais apresentam baixa estatura, menor comprimento caulinar, menor
desenvolvimento do sistema radicular e aéreo, folhas enrugadas e encarquilhadas,
diferentemente da anatomia regular das plantas controle. Em experimentos de
infectividade viral, foi observado que a super expressao de NIK nao altera a taxa de
infeccao pelo ToYSV, mas interfere significativamente no desenvolvimento dos
sintomas, os quais se tornam menos severos nas plantas transgénicas (Carvalho et
al., 2008c). Coletivamente, estes experimentos de perda e ganho de fungido confirmam

a funcéo de defesa contra virus do receptor NIK.

5. Modelo da via de sinalizagao antiviral mediada por NIK

O modelo para a via de sinalizagao de defesa antiviral mediada por NIK sugere
que, diante de um estimulo de natureza desconhecida, o dominio LRR extracelular da
NIK promove a oligomerizacdo da proteina, aproximando os dominios quinase
intracelulares dos monémeros. Isto permite que um mondémero transfosforile a alga de
ativacao do outro, promovendo a ativacdo da quinase. A quinase ativada recruta e
fosforila o substrato enddgeno, a proteina L10. Esta fosforilagdo, por sua vez,
redireciona a proteina L10 para o nudcleo, levando a ativagdo de uma resposta
adaptativa que causaria impacto negativo na replicagdo ou no movimento do virus. A
ligacao da proteina viral NSP ao dominio intracelular da NIK inibe a ativagdo da
quinase e, consequentemente a via de sinalizagao antiviral mediada por NIK (Fontes
et al., 2004; Carvalho et al., 2008c ).

O sitio de interagcdo com NSP em NIK foi mapeado e consiste de um segmento
de 80 residuos de aminoacidos que sobrepde o sitio ativo da quinase e a alga de
ativacdo. O alinhamento da al¢a de ativacdo de NIK1 com os integrantes da familia
LRRII-RLK revelam que os residuos de treonina nas posicoes 474, 469 e 468 em NIK1
sdo conservados (Fontes et al., 2004). Estudos recentes de mutagénese da alga de
ativacdo de NIK demonstraram que o residuo Treonina-474 é fosforilado in vitro e
exerce uma fungao crucial para atividade de quinase, que é requerida para sinalizagao
antiviral (Santos et al., 2009).
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A mutagao do residuo de glicina 473 por valina em conjunto com a mutagao da
treonina 474 por alanina (G473V/T474A) abole totalmente a capacidade de
autofosforilagao in vitro, constituindo uma forma inativa da NIK1, levando a perda de
funcdo in vivo. Em contraste, a mutagdo do residuo de treonina 474 por acido
aspartico (T474D) nao causa impacto acentuado na atividade de autofosforilacéo, e
aumenta 1,5 vezes a atividade de fosforilagdo do substrato endégeno L10 (Santos et
al., 2009). Estes resultados indicam que o mutante T474D comporta-se como uma
forma super ativa de NIK. Provavelmente, a introdugdo do grupo carboxilado na
posicao 474 mimetiza a carga negativa do grupo fosfato e promove ativagao
constitutiva de NIK. Além disso, foi demonstrado que a ligacdo de NSP a NIK-T474D

nao inibe a atividade de quinase da proteina mutante in vitro.

As propriedades bioquimicas alteradas da proteina NIK-T474D (atividade
aumentada de fosforilagdo do substrato, ativacdo constitutiva da quinase e menor
efeito inibidor da proteina NSP), implicam que a forma mutante da proteina deve ser
mais eficiente em conferir protegdo contra geminivirus. Esta hipdtese constitui o

objetivo da presente investigacéo.
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MATERIAL E METODOS

1. Construgoes de DNA

1.1 Plasmidios do sistema duplo-hibrido de leveduras

A regido que codifica a proteina NSP do DNA-B do geminivirus Tomato yellow
spot virus (ToYSV) foi amplificada por PCR utilizando oligonucleotideos especificos
(Tabela 1), com extensdes adaptadoras apropriadas para inser¢do no vetor de entrada
pDONR201 por meio de recombinagao, utilizando o sistema GATEWAY (Invitrogen). O
clone resultante pDON-NSP ToYSV foi denominado pUFV1323. Em seguida, o
fragmento clonado foi transferido para o vetor pDEST22, por meio de recombinagao,
produzindo o clone pAD-NSP-ToYSV denominado pUFV1370. O clone resultante
permite a expressdo, em leveduras, da proteina NSP fusionada ao dominio de
ativacado da proteina transativadora GAL4. O diagnéstico do clone foi conduzido por
PCR, utilizando oligonucleotideos especificos que amplificam a seqléncia que codifica
a proteina NSP do ToYSV. O clone pBD-KDNIK foi previamente descrito (Fontes et al.,
2004) e permite a expressado, em leveduras, do dominio quinase da proteina NIK

fusionado ao dominio de ligagdo ao DNA da proteina transativadora GAL4.

1.2 Construgao do clone pK7FNIK1-T474D

O clone pK7FNIK1-T474D (pUFV632), que contem o cDNA de AtNIK
(Arabidopsis thaliana NSP-Interacting Kinase), sob o controle do promotor 35S, onde o
residuo de treonina na posicdo 474 foi substituido por acido aspartico, foi descrito
previamente (Carvalho et al., 2008c; Santos et al., 2009; Figura 2). O referido clone foi
utilizado para transformacdo de tomateiros. Os transformantes primarios foram
selecionados com base na sua resisténcia ao antibidtico kanamicina e, posteriormente,
foram testados quanto a incorporagdo do gene NIK1-T474D via PCR, utilizando

oligonucleotideos especificos para NIK1 e o vetor pK7TFWG2.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas amplificagdes por PCR.

Oligonucleotideo

Seqiiéncia

Regiao de
anelamento

LRAINIK1RG (3774)

5-AGAAAGCTGGGTCGAGTCATAAGAGATTTCGATG-3

Nucleotideo 1096 de
AtNIK1

KDAINIK1RG (3315)

5-GAAAGCTGGGTCTICATCTAGGACCAGAGAGCTC-3

Regido terminal de
NIK1 com stop
codon

KDANIK1FG (3314)

5-AAAAAGCAGGCTTCACAATGGGAGCTGCAAGAGGG-3’

Nucleotideo 1243 de
NIK1

Anela na seqliiéncia

ATNIK1 FW 5 — ACCGCGATGTCAAAGCAGCG -3’ 4o MRNA do NIK1
, , Anela na sequéncia

ATNIK1 RV 5 - ATGTGACCCACCGTGCCTCT -3 4o MRNA do NIK1
ACTINA FW 5-CGGTGACCACTTTCCGATCT-3' Anela na seqliéncia
do mRNA de actina
ACTINA RV 5-TCCTCACCGTCAGCCATTTT-3 Anela na seqliéncia

do mRNA de actina

MC36 (3408)

5 - TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC -3

Anela no promotor
358

LeNIKRvs

5-GAAAGCTGGGTCCAAACTACAACATTGTCTAAA-3

Regido C-terminal
de LeNIK

486LeNIKFwd

5-AAAAAGCAGGCTTCACAATGCTTGAAGGTGATGG-3

Regido C-terminal
de LeNIK

PCRc1

5 — CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCCA - 3

Anela na regiao
comum do
componente B de
geminivirus (Rojas
et al., 1993)

PBL1v2040

5 — GCCTCTGCAGCARTGRTCKATCTTCATACA -3’

Anela no
nucleotideo 2040 do
componente B de
geminivirus (Rojas
et al., 1993)

AttB1Fwd

5 —-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3’

Complemento da
regiao de
recombinagéo

AttB2 Rvs

5 — GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3

Complemento da
regiao de
recombinagao

ToYNSP Fwd

5’- AAAAAGCAGGCTTCACAATGTATCAAGCCAAGTA-3

Anela na sequiiencia
de NSP do ToYSV

ToYNSP Rvs

5-AGAAAGCTGGGTCTTAACCAATATAATCAAGATC-3

Anela na sequencia
de NSP do ToYSV
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Figura 2. Diagrama esquematico da construgdo pk7FNIK1-T474D sob controle do
promotor 35S (p35S) e sinais de terminagao do transcrito 35S de CaMV (T35S). Kan
denota o gene nptll que confere resisténcia a kanamicina, aatR2 e attR1 sio as
regides de recombinacdo homologa.

2. Ensaio de interagao proteina-proteina pelo sistema de Duplo Hibrido

O ensaio do Duplo-Hibrido foi realizado de acordo com o protocolo do kit
ProQuest™ Two-Hybrid System (Invitroge), segundo as recomendagdes do fabricante.
A estirpe de levedura AH109 (MATa, Trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A,
LYS2::GAL1yas-GAL17aTaA HIS3, MEL1 GAL2yas.GALtaTAI:MELyas:MEL11aTAlacZ,) que
é deficiente na producdo de leucina, triptofano e uracila (Trp-, Leu-, Ura-) e que
contém os genes reporteres LacZ e HIS,foi seqlencialmente co-transformada com os
plasmideos pBD-KDNIK e pAD-NSP-ToYSV. A interacdo foi monitorada pela
habilidade adquirida de AH109 de crescer em meio sem leucina, triptofano e histidina

(prototrofia a histidina).

3. Material Vegetal

Nos experimentos de transformacao foram utilizadas plantas de tomateiro da

cultivar Moneymaker.

As linhagens transgénicas 35S-NIK1-4 e 35S-NIK1-6, utilizadas em ensaios de

infectividade, foram obtidas previamente (Carvalho et al., 2008c).
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4. Transformagao de tomateiros

4.1 Transformacao de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 com o clone
pk7FNIK1-T474D

A estirpe de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 foi transformada por meio de
eletroporacao (2500 mV, 3-4 ms) com o clone pk7FNIK1-T474D. As colbnias crescidas
em placas, contendo 100 mg.L™" de estreptomicina e 100 mg.L™" de espectinomicina,
foram inoculadas em meio liquido para posterior extracdo de DNA plasmidial. A
confirmagao das colbnias positivas foi feita por meio de PCR, utilizando os
oligonucleotideos especificos MC36 e 3774 (Tabela 1). Os resultados obtidos foram
avaliados em gel de agarose 1% (p/v) corado com brometo de etideo 0,1 pg.mL”
(Figura 3). Colbnias positivas foram novamente inoculadas em meio liquido, para
armazenamento a -80°C em estoque de glicerol. Este clone (pk7FNIK1-T474D em

LBA 4404) denominado pUFV1191 foi utilizado para transformagéo de tomateiro.

+ - Col.1 Col.2

Figura 3. Diagnéstico de transformacdao de Agrobacterium tumefaciens LBA4404.
Amplificagdo por PCR de um fragmento do clone pK7FNIK1-T474D com
oligonucleotideos especificos para o vetor (MC36) e para a sequéncia de AINIK
(3774), amplificando um fragmento de aproximadamente 1,2 kb. (M) marcador de peso
molecular. (+) controle positivo da reacdo utilizando o plasmideo pk7FNIK1-T474D
como molde na reacao de PCR, (-) controle negativo da reac¢ao utilizando agua como
molde na reacdo de PCR. (Col. 1, Col. 2) DNA plasmidial extraido da colénia 1 e 2 de
A. tumefaciens
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4.2 Transformacao de tomateiro

Os experimentos de transformagdo mediada por Agrobacterium tumefaciens
foram realizados conforme o protocolo desenvolvido por Frary (1995) com algumas
modificagbes. As sementes de tomateiro, cultivar Moneymaker, foram desinfetadas
com alcool 70% por 1 minuto, agua sanitaria 10% (v/v) por 20 minutos, dgua sanitaria
1% (v/v) por 12 horas, seguido de 3 lavagens em agua estéril. Em seguida foram
colocadas em frascos contendo meio MS 2 forca (adaptado de Murashige e Skoog,
1962) por uma semana em sala de crescimento. Apos este periodo de germinacgao, foi

realizada a excisdo dos explantes foliares a partir de folhas cotiledonares.

A colbnia de Agrobacterium tumefascien, transformada com o clone pk7FNIK1-
T474D foi inoculada em 50 mL de meio Rhizo com 100 mg.L™ de estreptomicina e 100
mg.L'1 de espectinomicina, mantidas a 28°C e 220 rpm, por 12 horas. A cultura foi
centrifugada a 6500 rpm por 10 minutos, a 14°C. O “pellet” foi ressuspendido em meio
liquido MS 0,2% (Murashige & Skoog, 1962). A concentracao foi ajustada para ODggp=
0,4.

Os explantes de tomateiro foram co-cultivados com as células de
Agrobacterium durante 5 minutos, sob agitagdo. Apds lavagem com agua estéril e
secagem em papel de filtro, os explantes foram mantidos em placas de Petri contendo
meio 1/2MS sdlido (Tabela 2), sem antibiético, por 2 dias, com a face adaxial em
contato com o meio. Posteriormente foram transferidos para meio de regeneracéo |
(Tabela 2), contendo 300 mg.L™" de timentina, com a face adaxial voltada para cima.
As placas foram mantidas na sala de crescimento de plantas por duas semanas com
temperatura e Iluminosidade controladas. Posteriormente os explantes foram
transferidos para o meio de regeneragdo Il (tabela 2) contendo 100 mg.L' de
canamicina e 300 mg.L”" de timentina, mantidas por trés semanas. Cada regenerante
representa um transformante independente. Os regenerantes foram transferidos para
frascos contendo meio de enraizamento (Tabela 2) até o dessenvolvimento completo

das raices.

4.3 Diagnéstico molecular dos transformantes

Apoés a regeneracao das plantas foram coletadas amostras foliares de cada
planta regenerada, para obtengcdo de DNA gendmico (Dellaporta et al., 1983). O DNA
foi usado como molde na amplificagdo por PCR utilizando oligonucleotideos
especificos para AINIK1 e o vetor pK7TFWG2 (MC36 e 3774; Tabela 1).
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Tabela 2. Meios nutritivos utilizados na transformagao de tomateiro.

Para volumen final | Concentagdo | Germinagao | Regeneracao | Regenergao Enraizamento Concentragao
500 mL inicial (1/2 MS) | I final

Sais MS (Murashige
& Skoog) 1,0759 2,159 2,159 2159
Sacarose 5g 109 109 109
Vitamina MS
(Murashige & Skoog) 100x 2,5 mL 5mlL
Vitamina Nitsch
(Nitsch & Nitsch) 100x 500 pL 500 pL
Mio-inositol 25 mg 50 mg 50 mg 50 mg
Glicina 2 mg/mL 500 pL 2 mg/L
Tiamina 0,4 mg/mL 1,3 mg/L
Zeatina 2 mg/mL 500 pL 250puL 2,0 mg/L
pH 5,8 6 6 5,8
Agar 3,09 3,09 3,09 309
AlA 1 mg/mL 100 pL 0,2 mg/L
Canamicina 100 mg/mL 500 pL 500 pL 50 mg/L
Timentina 300 mg/mL 500 pL 500 pL 300 mg/L
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4.4 Aclimatagao dos transformantes primarios

Apds o processo de enraizamento das plantas transformadas, estas foram
retiradas dos frascos e as raizes foram lavadas. Em seguida, foram acondicionadas
em copos de plastico contendo substrato organico, umedecidas e cobertas com sacos
de plastico. Pequenos cortes foram feitos nos sacos de plastico durante trés dias para
sua aclimatacado. As plantas foram transferidas para vasos e permaneceram na casa-

de-vegetacao até frutificacdo e obtencao de sementes.

4.5 Expressao do transgene

4.5.1 RT-PCR

O RNA total foi extraido a partir de folhas de plantas transformadas pelo
método Trizol (Invitrogen). A qualidade e a integridade do RNA foram monitoradas por
espectrofotbmetro e por eletroforese em gel de agarose. Cerca de 4 ug de RNA foram
tratados com DNAase e utilizadas para obtencdo do cDNA, usando a enzima
transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e oligo-dT, de acordo com recomendagdes
do fabricante. Uma vez obtido o cDNA, foi realizado a reagcdo de PCR utilizando

oligonucleotideos especificos para AtNIK1 (3314 e 3315, Tabela 1).

4.5.2 RT-PCR em Tempo Real (qQRT-PCR)

As reacdes de PCR em tempo real foram conduzidas utilizando o aparelho
7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems), oligonucleotideos especificos
(Tabela 1), cDNAs dos transformantes e SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). As condigdes de amplificagao foram: 95° C por 10 min, e 40 ciclos de 94°
C por 15 segundos e 60° C por 1 min. Para a quantificagdo da expressdo génica,
foram utilizados os métodos comparativos de Ct: 2*2“'. Como controle endégeno para
normalizacao dos dados do gqRT-PCR foi utilizado o oligonucleotideo especifico para
RNA da actina de tomate, que apresentou baixa variacdo de expressdo entre os

tratamentos.
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5. Analise de desenvolvimento da progénie dos transformantes primarios em

casa-de-vegetacao

Sementes de tomateiros ndo transformados e de plantas transformadas
expressando AtNIK1-T474D e AtNIK1-4 foram germinadas em casa-de-vegetagdo. As
plantas foram transplantadas para vasos contendo substrato organico e solo agricola,
sendo avaliada a altura das plantas a cada 7 dias. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC). As médias foram comparadas pelo teste

de Duncan, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.

A incorporacdo e expressdo do transgene foram confirmadas em plantas
individuais utilizadas nos experimentos de analise de desenvolvimento. Assim,
procedeu-se a extragdo de DNA gendémico a partir de amostras foliares (Dellaporta et
al., 1983) e foi realizada a reagcdo de PCR utilizando oligonucleotideos especificos
para o gene AtNIK1 e o vetor pK7TWG2 (MC36 e 3774, Tabela 1).

6. Ensaio de infectividade por biobalistica

A inoculagéo viral foi realizada via biobalistica (Schaffer et al., 1995), utilizando-
se clones infecciosos correspondentes a copia e meia do DNA-A e DNA-B do isolado
ToYSV-[MG-Bi2] (Calegario et al., 2007). O DNA plasmidial dos clones infecciosos foi
isolado e sua qualidade e integridade foram analisadas em gel de agarose 1% (p/v) e

a concentracao avaliada por espectrofotometria a 260 nm.

Aproximadamente 10 ug de cada componente de DNA do virus foram
precipitados em microparticulas de tungsténio na presenca de CaCl, 1M e espermidina
15 mM e lavados com etanol absoluto. As membranas preparadas foram encaixadas
no acelerador de particulas e langadas contra os meristemas foliares sob vacuo. Como
controle, as plantas foram inoculadas apenas com particulas de tungsténio sem DNA

viral.

Ap6és o bombardeamento, as plantas foram transferidas para casa-de-
vegetacdo e observadas quanto ao aparecimento de sintomas até 30 dias apds a
inoculagdo. Para os ensaios de infeccao viral, foram utilizadas plantas no estadio de
desenvolvimento correspondente a quatro folhas verdadeiras, utilizando 12 plantas de

cada linhagem.
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As plantas inoculadas foram observadas em intervalos de dois dias e
fotodocumentadas. Foram levados em consideragdo o aparecimento de manchas

amarelas, clorose foliar, enrolamento e enrugamento.

7. Diagndstico molecular da infecgao viral

Para confirmar a presenca do genoma viral, foram coletadas amostras foliares
das plantas inoculadas e o DNA total foi extraido de folhas sistémicas de acordo com
Dellaporta et al. (1983) a cada 7 dias durante 40 dias apds a inoculagdo. O DNA
extraido foi usado como molde em reagdes de PCR utilizando oligonucleotideos
degenerados que amplificam fragmentos especificos do componente B de
begomovirus (Rojas et al., 1993). Os produtos da reagao foram analisados em gel de

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

A porcentagem de plantas infectadas foi avaliada a cada sete dias, observando
a presenca de DNA viral em folhas sistémicas e a sintomatologia. Os dados foram
plotados em um gréafico na forma de porcentagem de plantas infetadas x dias poés-

infeccao.

23



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. NSP de ToYSV interage com o dominio quinase de NIK

Previamente foi demonstrado que a proteina NSP dos geminivirus Tomato
golden mosaic virus (TGMV), Tomato crinkle leaf yellows virus (TCrLYV) e Cabbage
leaf curl virus (CaLCuV) interage com o dominio quinase do receptor NIK1 de
Arabidopsis e LeNIK de tomateiro (Fontes et al., 2004; Mariano et al., 2004). A inibicao
de NIK por NSP depende da estequiometria da interagao e, portanto, foi postulado que
um excesso molar de NIK deva conferir tolerancia a geminivirus. Consistente com esta
hipétese foi demonstrado que a superexpressao de AtNIK1 em tomateiro atenua o
processo de infeccdo do geminivirus ToYSV (Carvalho et al.,, 2008c). Entretanto,
interacdo entre NSP de ToYSV e AtNIK1 ainda nao foi demonstrada e o modelo
estequiométrico de inibicdo de NIK por NSP permanece por ser validado. Com a
finalidade de identificar se NIK de Arabidopsis interage com NSP do ToYSV, foram
conduzidos ensaios no sistema duplo-hibrido usando o dominio quinase de NIK1
fusionado ao dominio de ligacdo de GAL4 (BD-KDNIK1) e NSP fusionado ao dominio
de ativacdo de GAL4 (AD-NSP-ToYSV). A interacdo de NSP do ToYSV com o
dominio quinase do receptor NIK1 foi confirmada por meio desses ensaios de duplo-
hibrido, conforme julgado pela habilidade da estirpe AH 109 de levedura co-
transformada com AD-NSP e BD-KDNIK1 de crescer em meio sem leucina, triptofano,
histidina e suplementado com 3-aminotriazol (3-AT) 10 mM, durante 3 dias a 28 °C
(Figura 4). Adicao de 3-AT ao meio seletivo nao inibiu o crescimento da cultura de
células de levedura contendo as construgdes pBD-KD NIK e pAD-NSP, sugerindo que a
interacao entre as duas proteinas ocorre com alta afinidade, consistente com a
atuacdo de NSP como inibidor da quinase. Além disso, estes resultados confirmam a
conservacgao da interacdo da proteina NIK com a proteina viral NSP dos geminivirus.
De fato, foi demonstrado que o dominio quinase da proteina AtNIK1 interage com a
proteina viral NSP dos virus que infectam tomateiros TGMV, TCrLYV (Mariano et al.,
2004), e ToYSV (esta investigagdo) e com NSP do virus CalLCuV que infecta
Arabidopsis (Fontes etl., 2004). Também foi demonstrado que a proteina viral NSP de
TGMV e ToCrLYV interage com LeNIK, GmNIK e AtNIK1, indicando que a interagao
NSP-NIK ndo é virus-especifica nem hospedeiro-especifica (Mariano et al., 2004,
Fontes et al., 2004).
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-Leu, -Trip -Leu, -Trip, -His  -Leu, -Trip, -His, +3AT

Figura 4. Interacdo da proteina NSP do ToYSV com o dominio quinase do receptor
NIK de A. thaliana. As células de levedura co-transformadas com BD-KDNIK1 e AD-
NSP foram estriadas em meio seletivo deficiente em leucina, triptofano e histidina,
suplementado com 3-aminotriazol (3-AT) 10 mM e crescidas a 28° C durante trés dias.
Como controle positivo a levedura foi co-transformada com AD-NSP de CaLCuV e BD-
KDNIK, e como controle negativo, a levedura foi co-transformada com BD-KDNIK e o

vetor pDEST22 vazio.
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2. Transformacgao de tomateiro com a versao mutante 7474D de NIK1 de

Arabidposis

A proteina mutante NIK1-T474D possui atividade de fosforilagdo do substrato
pelo menos 1.5 vezes superior a proteina NIK normal (Santos et al., 2009) e, portanto,
€ aqui designada NIK superativa. Sendo assim, espera-se que o mutante T474D seja
mais efetivo em desencadear uma resposta de defesa contra o virus. Para avaliar esta
hipétese, tomateiros transgénicos expressando o gene mutado NIK1-T474D foram
obtidos. Transformantes primarios (TO) foram selecionados em cultura de tecidos com
base em resisténcia a canamicina. Explantes cotiledonares comecgaram a regenerar
aos 15 dias apés a transformacdo. Brotos com aproximadamente 40 dias foram
isolados do explante original e transferidos para meio de enraizamento e posterior
aclimatagdo. A transformacdo das plantas foi confirmada por PCR com
oligonucleotideos especificos para AtNIK1 e para o vetor pK7FWG2, amplificando um

fragmento de aproximadamente 1,2 kb (Figura 5).

M G C-WTIril1 2 3 4 5 6 7 8 9

1,65kb
1.0kb

Figura 5. Diagnostico molecular da transformacao genética de tomateiros com o gene
AINIK1- T474D. O DNA total das plantas transformadas foi utilizado como molde para
amplificar um fragmento de aproximadamente 1,2 kb com oligonucleotideos
especificos para o vetor pK7FWG2 e para a sequéncia de AINIK (MC36 e 3774). (M)
marcador de peso molecular, (C+) controle positivo da reagao utilizando o plasmideo
pk7FNIK1-T474D como molde na reacdo de PCR, (C-) controle negativo da reacao
utilizando agua como molde na reacdao de PCR, (WT) DNA da planta selvagem nao
transformada do cultivar Moneymaker, (1 — 9) DNA dos regenerantes primarios
transformados (T0). A posigdo de alguns marcadores moleculares € indicada a
esquerda no gel em kb

26



A expressao do transgene sob condicbes normais de crescimento em cada
transformante foi confirmada por RT-PCR (Figura 6) e por PCR quantitativo (Figura 7).
Estes resultados demonstram um nivel variado de expressao do transgene nos
diferentes transformantes, destacando a total auséncia de expressao na planta tipo

selvagem néo transformada (WT).

Na obtengdo de plantas transgénicas € comunmente observada variagdo na
expressdo do transgene entre os transformantes individuais. E considerado que esta
variagdo seja causada pela posigédo aleatdria onde o gene exdgeno é introduzido no
genoma da planta por Agrobacterium (Dean et al., 1988). De uma maneira geral,
insercdo de um gene exdgeno na regido ativa da cromatina (eucromatina) leva a uma
alta expressao do transgene. Em contraste, se o gene exdégeno é introduzido numa
regido inativa, altamente condensada (heterocromatina), a expressao do transgene
pode ser suprimida ou silenciada. A variabilidade na expressdo de um transgene
também pode ser correlacionada com a inser¢gao de multiplas cépias do DNA exdégeno
(Mannerlof e Tenning, 1997). Experimentos de “Southern blot” ou analise de

segregacao do transgene serdo necessarios para avaliar estas possibilidades.
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Figura 6. Expressao do gene AtNIK-T474D em plantas de tomateiro transformadas. O
acumulo de transcrito foi analisado por RT-PCR com oligonucleotideos especificos
para a proteina NIK1 (3314 e 3315), amplificando um fragmento de aproximadamente
0,7 Kb. (M) marcador de peso molecular, (C+) controle positivo da reacao utilizando o
plasmideo pk7FNIK1-T474D como molde na reag¢ao de PCR, (C-) controle negativo da
reacao, utilizando agua como molde na reagdo de PCR, (WT) cDNA da planta tipo
selvagem néo transformada, (1 — 9) cDNA dos regenerantes primarios transformados
(TO). A posicao de alguns marcadores moleculares é indicada no lado esquerdo da
figura em Kb.
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mRNA/actina
(93]

WT1 Wra2 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 7. Padrdo de expressdo do gene AINIK-T474D em plantas de tomateiro
transformadas, sob condi¢cdes normais de crescimento. O acumulo de transcrito foi
analisado por RT-PCR em tempo real com oligonucleotideos especificos para a
proteina AtNIK1, utlizando como controle endégeno actina (+DP, n= 2 réplicas
bioldgicas). (WT1, WT2) plantas tipo selvagem n&o transformada, (1 — 9) regenerantes
primarios transformados (T0).

3. A super expressao da proteina AtNIK1 acelera o crescimento das plantas
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O crescimento da progénie das plantas transformadas, quando germinadas na
presenga do agente de selegdo canamicina, € fortemente afetado, apresentando um
retardo no desenvolvimento comparado com o desenvolvimento normal das plantas
tipo selvagem que germinaram em meio sem canamicina (Figura 8). Este atraso no
desenvolvimento ocorre tanto nas plantas que superexpressam o gene A{NIK normal
(Figura 8; Carvalho et al., 2008c) como nas plantas com Af{NIK superativa crescidas
em meio seletivo com canamicina (Figuras 8B, 8C and 8D) . Esse efeito negativo é
devido ao agente de selecdo canamicina, e nao a expressao do transgene. De fato, o
desenvolvimento das linhagens 35S-AtNIK1-4, 35S-AtNIK-T474D-1, 35S-AtNIK-
T474D-6 e 35S-AiNIK-T474D-9 nao foi afetado quanto as sementes foram
germinadas sem canamicina (dados nao mostrados e exemplos representativos na
Figura 9). Devido a segregacao do transgene na geracdo T1, a presenga do
transgene foi monitorada e confirmada em plantas transgénicas individuais submetidas

a analises adicionais de desenvolvimento (Figura 10).

As linhagens transgénicas que superexpressam tanto o gene AtNIK71 como
AINIK1-T474D superativa apresentaram um alongamento dos entrends maior do que
as plantas tipo selvagem, cultivadas nas mesmas condi¢des (dados nao mostrados) o
que refletiu na altura das linhagens transgénicas. Aos sete dias apds o transplante, a
altura das plantas das linhagens transgénicas foi significativamente superior a altura
das plantas tipo selvagem (Figura 11). Esta diferenga se tornou mais acentuada aos
14 e 21 dias apds o transplante nas linhagens 35S-AtNIK1-4 e 35S-AtNIK-T474D-1.
No entanto, na linhagem 35S-AtNIK T474D-5 a diferenca na altura de planta nao foi
significativa comparada com as plantas tipo selvagem a partir dos 14 dias apés o
transplante (Figura 11). Estas diferengas na altura das plantas refletem as diferengas
observadas no peso fresco da parte aérea entre as linhagens transgénicas e tipo
selvagem, ainda que em menores intensidades (Figura 12). Entretanto, as plantas
transgénicas e nao transformadas nao diferiram estatisticamente no que se refere ao
peso seco e % de matéria seca aos 21 dias. Em contraste, o peso fresco da parte
radicular foi significativamente maior nas plantas tipo selvagem do que nas linhagens
transgénicas que superexpressam AtNIK1 normal e AtNIK1 superativa (35S-AtNIK1-4,
35S-AtNIK-T474D-1 e 35S-AtNIK-T474D-5). Estas diferengas s&o corroboradas pelo
acumulo de matéria seca nas raizes de plantas do tipo selvagem e nas plantas
transformadas, ja que a superexpressao de gene AINIK e AtNIK-T474D superativa

diminuiu a porcentagem de matéria seca na parte radicular.
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A WT 355-AtNIK 14 B WT 355-AtNIK T474D-1

Figura 8. O agente de selecao canamicina impacta negativamente o
desenvolvimento de linhagens transgénicas expressando AtNIK e AtNIK
superativa. A) Diferengas no desenvolvimento entre uma linhagem de plantas
superexpressando 35S-AtNIK1 e plantas nao transformadas (WT). B), C) e D)
Diferencas no desenvolvimento entre trés linhagens independentes de plantas
superexpressando 35S-AtNIK T474D e plantas nao transformadas (WT). As sementes
das plantas que superexpressam AtNIK e AtNIK superativa foram germinadas em
meio de germinagcdo com o agente de selegcdo canamicina. As sementes das plantas
nao transformadas foram germinadas em meio sem agente de sele¢do canamicina.
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A WT 355-AtNIK1-4

B WT 35S-AtNIK T474D-1

C WT 35S-AtNIK T474D-5

Figura 9. A superexpressao de AtNIK acelera o desenvolvimento. A) Diferencas
no desenvolvimento entre plantas superexpressando 35S-AtNIK1 e plantas néao
transformadas (WT) aos 7 dias pos-transplante. B) e C) Diferengas no
desenvolvimento entre duas linhagens independentes superexpressando 35S AtNIK-
T474D e plantas ndo transformadas (WT) aos 7 dias pos-transplante. As sementes de
todas as plantas foram germinadas em substrato organico sem agente de selecao.
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1,65kb
1,0kb

35S-AtNIK1-4

1,65kb
1,0kb

35S5-AtNIK T474D-1

1,65kb
1,0kb

35S5-AtNIK T474D-5

Figura 10. Diagnéstico molecular de tomateiros transformados com o gene
AtINIK1 e AtNIK-T474D para avaliar o desenvolvimento. O DNA total das plantas
transformadas foi utilizado como molde para amplificar um fragmento de
aproximadamente 1,2 kb com oligonucleotideos especificos para o vetor pK7TWG2 e
para a sequéncia de AINIK (MC36 e 3774). (M) marcador de peso molecular em Kb,
(C+) controle positivo da reacao utilizando o plasmideo pk7FNIK1-T474D como molde
na reacao de PCR, (C-) controle negativo da reagéao, utilizando agua como molde na
reacéo de PCR , (WT) DNA da planta tipo selvagem n&o transformada, (1 — 11) DNA
das plantas transformadas (T1). Em Circulo, sdo destacadas as plantas utilizadas
para avaliar desenvolvimento. A posi¢ao de alguns marcadores moleculares é indicada
no lado esquerdo da figura em Kb.
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Altura da planta aos 7 dias apds o transplante
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Altura da planta aos 14 dias apds o transplante
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Altura da planta aos 21 dias apds o transplante
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Figura 11. Efeito da superexpressdo de AtNIK e AtNIK-T474D na altura das
plantas. Altura de plantas de linhagens transgénicas superexpressando AtNIK1e
AtNIK-T474D aos 7, 14 e 21 dias apds o transplante. n=6. Barras com a mesma letra
as médias nao diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de Duncan.
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Figura 12. Peso fresco, peso seco e % de matéria seca das linhagens
transgénicas. Avaliagdo do peso seco, peso fresco e % de matéria seca da parte
aérea e da parte radicular entre plantas de uma linhagem superexpresando AtNIK1 (
35S-AtNIK1-4), plantas (T1) de duas linhagens independentes superexpressando
AINIK  T474D (35S-AtNIK-T474D-1 e 35S-AtNIK-T474D-5) e plantas néo
transformadas (WT). O peso foi avaliado aos 21 dias pos transplante. Barras com a
mesma letra as médias nao diferem entre si, a 5% de probabilidade pelo teste de
Duncan.
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Coletivamente, os resultados apresentados indicam que a expressao ectépica
de AtNIK1 normal e superativa (T474D) afeta o desenvolvimento radicular e da parte
aérea das linhagens transgénicas. Por analogia a BRI1 (“Brasinosteroide insensitive-
1”) que compartilha com NIK1 alta conservagdo de sequéncia e pertence a mesma
sub-familia de LRR-RLKs, é razoavel supor que NIK poderia também estar envolvida
no controle da via de sinalizagdo por brassinosterdides. O fendtipo de
desenvolvimento observado nas plantas que superexpressam AiNIK e AINIK-T474D
(melhor desempenho no desenvolvimento do sistema aéreo, maior comprimento de
caule e inibicao do sistema radicular) pode ser explicado caso alteragdes na via de
sinalizacdo por brasinosterdides tenham ocorrido nas linhagens transgénicas
(Altmann, 1999). Evidéncias de que a via de sinalizagdo mediada por NIK inibe até
certo nivel a via de sinalizagdo de brassinosterdides foram demonstradas em
Arabidopsis. A inativacdo dos genes NIK e L10 em linhagens nocautes potencializou a
expressao de genes controlados pela via de sinalizagdo mediada por BRI1 em
resposta a brassinosterdides (Robson Ferreira e Elizabeth P. B. Fontes, comunicagéo

pessoal).

Recentemente, foram identificadas duas proteinas ribossomais, L10 e L18, que
se associam com o dominio quinase de NIK. Entretanto, apenas a proteina L10 é
substrato de NIK, sendo fosforilada especificamente e translocada ao nucleo onde
deve ativar respostas de defesa antiviral (Carvalho et al., 2008c; Rocha et al., 2007).
Por outro lado, a proteina L18 nao é fosforilada por NIK, mas constitui substrato de
BRI1 pelo menos in vitro. BRI1 € um receptor essencial da via de sinalizagdo de
brassisnoterdides localizado na membrana plasmatica, e associa-se com BAK1 para
ativacao da via (Li et al., 2002). Foi demonstrado em reagdes de fosforilagao que L18
é fosforilada por BRI1 com alta eficiéncia (Rocha, 2007). Estes resultados podem
sugerir que a proteina ribosomal L18 atua como um substrato especifico do receptor
quinase BRI1 na via de sinalizacdo mediada por brasinosterdides. Neste caso, a
interacdo de L18 com NIK forneceriam mais um nivel de controle da via através do
recrutamento da proteina ribossomal em complexos nio funcionais, impedindo sua
interacdo com BRI1 e conseqliente ativacao por fosforilagdo.A superexpressao de NIK
aumentaria a eficiéncia de interferéncia do regulador NIK na sinalizagédo pelo receptor
BRI1 devido ao excesso molar de dominios de interacdo com L18 nas plantas

transgénicas.

Estudos fisiolégicos tém demonstrado efeitos sinérgicos de brassinosteroides

com auxinas na elongagdo de tecidos tanto em monocotiledéneas como em
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dicotiledbneas; além disso, certos genes relacionados a auxinas sao regulados por
brassinosteréides (Yin et al., 2002). As plantas superexpressando AtNIK e AtNIK-
T474D super ativa apresentam um maior alongamento do entrenés mostrando um
maior comprimento do caule, o que parece ter afetado negativamente o
desenvolvimento da parte radicular comparado com as plantas tipo selvagem. Uma
possivel explicagdo para esta resposta no desenvolvimento seria que a
superexpressao de NIK influencia a sinalizagdo ou biossintese de brassinosteroides,
regulando positivamente a sintese de auxinas. As auxinas por sua vez estimulam a
biossintese de etileno ao ativar a enzima ACC sintase, e niveis elevados de etileno

inibem o desenvolvimento do sistema radicular (Mussig et al., 2003).

No modelo que explica a sinalizagdo dos brassinosterdides (Figura 13 A), na
auséncia de brassinosteréides, o receptor BRI1 permanece como um dimero inativo
na membrana plasmatica (Li e Chory, 1997). BIN2, uma quinase constitutivamente
ativa, fosforila os fatores de transcricdo BES1 e BZR1 e promove sua degradacéo no
citoplasma, inibindo sua capacidade de ligagdo ao DNA no nucleo (He et al., 2002).
BZR1 liga-se especificamente a sequéncias CGTG(T/C)G conhecido como elementos
de resposta a brassinosterdides (BRRE) (He et al., 2005). Os elementos BRRE sao
encontrados em promotores de genes que reprimem a sintese de brasinosteroides,
incluindo CDP e DWF4 (He et al., 2005). BES1, por sua vez, liga-se aos elementos E-
boxes (CANNTG) do promotor SAUR-AC1 ativando a expressao de genes induzidos

por brassinosterdides (Yin et al., 2005).

A ligacdo de brassinosteréides com o dominio extracelular de receptor BRI1
causa uma mudanca conformacional, ativando seu dominio quinase, acompanhado
pela associagéo de BRI1 com BAK1 e transfosforilagéo das proteinas (Li et al., 2002).
Como resultado, a atividade quinase de BIN2 é inibida, os fatores BZR1 e BES1 nédo
fosforilados s&o translocados ao nucleo, associando-se com a desfosforilagdo destes
fatores no nucleo pela fosfatase nuclear BSU1, entdo estes fatores de transcricdo
ligam-se ao DNA (He et al., 2002; Yin et al., 2005). BZR1 atua como um repressor da
biossintese de brassinosterdides, regulando sua biossintese em presenga de
brassinosteréides, enquanto que BES1 atua como um fator de transcricdo de genes

induzidos por brassinosterodides.

A interagdo da proteina L18 com o dominio quinase do receptor BRI1 e sua
posterior fosforilagdo indica que a proteina L18 poderia estar envolvida na via de

sinalizacdo de brassinosteroides, entre a formagdo do complexo tetramérico e a
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resposta do fator BZR1 como repressor da biosintesse de brassinosterdides. Em
resposta a brasinosteroide, a super expressao do receptor AtNIK poderia alterar esta
via ao competir pela proteina L18, potencial substrato do receptor BRI1. Na falta do

substrato fosforilado, a via de sinalizagéo seria afetada de alguma forma.
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Figura 13. Modelo comum da sinalizagao dos brasinosterdides. (a) Em auséncia
de brasinosterdides BRI1 permanece como um dimero inativo na membrana
plasmatica. BIN2, uma quinase constitutivamente ativa fosforila os fatores de
transcricao BES1 e BZR1 e promove sua degradacdao no citoplasma e inibe sua
capacidade de ligagcdo ao DNA no nucleo. (b) Em presenca de brasinosterodides, o
dominio extracelular de receptor BRI1 ativa uma mudanga conformacional, ativando
seu dominio quinase, acompanhado pela associacdo de BRI1 com BAK1. Como
resultado, a atividade quinase de BIN2 é inibida, os fatores BZR1 e BES1 néo
fosforilados, translocados ao nucleo, associando-se com a desfosforilagcdo destes
fatores no nucleo pela fosfatase nuclear BSU1, entdo estes fatores de transcricao
ligam-se ao DNA, a interacdo da proteina L18 com o dominio quinase do receptor
BRI1 e sua posterior fosforilagao indica que a proteina L18 poderia estar envolvida na
via de sinalizagdo de brassinosteréides (c) A superexpressdo de NIK, poderia alterar
esta via ao competir pela proteina L18, substrato do receptor BRI1.
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4. Superexpressao de AtNIK altera a taxa de infecgcao pelo ToYSV

A fim de avaliar a suscetibilidade das plantas superexpressando 35S-AtNIK-
T474D a infecgdo por geminivirus, linhagens independentes foram inoculadas por
biobalistica com o DNA-A e DNA-B do isolado ToYSV-[MG-Bi2] (Calegario et al.,
2006). Plantas nao transformadas e plantas transgénicas que superexpressam AtNIK1
(linhagem 35S-AtNIK1-6) foram utilizados como controle. Tanto plantas nao
transformadas (WT) quanto plantas que superexpressam AtNIK e AtNIK-T474D
desenvolveram sintomas tipicos da infecgédo pelo ToYSV (Figura 14). Nas plantas nao
transformadas infectadas foram observados redugdo no crescimento, manchas
amarelas caracteristicas da infeccdo por ToYSV, manchas cloréticas e enrugamento
de folhas. Plantas transgénicas das linhagems 35S-AtNIK1-6 e 35S-AtNIK-T474D-9

apresentaram menor severidade de sintomas (Figura 15).

Por meio de andlise dos sintomas nas plantas e do acumulo de DNA viral
(Figura 16), foi avaliada a porcentagem de plantas infectadas ao longo do tempo apds
a inoculagao com o virus (Figura 17). Plantas inoculadas somente com microparticulas
de tungsténio foram usadas como controle negativo. Durante o progresso da infec¢ao,
plantas nao transformadas (WT) e plantas da linhagem 35S-AtNIK1-6 apresentaram
uma curva de infecgao similar alcangando o maximo de 90% de plantas infectadas aos
28 e 21 dias apds a inoculacdo, respectivamente (Figura 17A). Em contraste, o
progresso da infeccdo na linhagem 35S-AtNIK-T474D-9 foi mais retardado,
alcangando o maximo de 90% de plantas infectadas aos 28 dias apds a inoculagao.
Estes resultados foram confirmados expressando a eficiéncia de infecgao viral como
numero de dias necessarios para alcangar 50% das plantas infectadas (DPI*°). A taxa
de infeccdo em 35S-AtNIK1-T474D-9 foi significativamente inferior do que em WT e
35S-AtNIK1-6 (Figura 17B).

Os resultados obtidos sao consistentes com as observacdes anteriores em
que a superexpressao de AtNIK1 em tomateiro atenua a severidade dos sintomas mas
nao altera consideravelmente a taxa de infecgao pelo ToYSV (Carvalho et al., 2008c).
No entanto, a expressdo de 35S-AtNIK T474D causou uma diminuicdo na taxa de
infeccdo, alem de promover atenuacdo dos sintomas. Estas respostas séao
consistentes com a atividade de fosforilagdo aumentada de AtNIK-T474D em relacéo a
proteina NIK normal. O residuo de treonina na posi¢cao 474 é absolutamente essencial
para atividade da quinase, sendo o alvo de autofosforilagdo que promove a ativacao

da quinase (Santos et al., 2009). A introdugdo de um grupo carboxila na posicao 474
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mimetiza a carga negativa do grupo fosfato e provavelmente promove ativagao
constitutiva de NIK sem o requerimento de dimerizacao prévia. Como resultado, ocorre
um aumento de 50% na sua atividade de fosforilar o substrato endégeno L10, e NIK1-
T474D perde a capacidade de ser inibida por NSP in vitro, mas nao de se ligar a

proteina viral (Santos et al., 2009).

Estas propriedades do receptor mutante AtNIK-T474D substanciam a hipotese
de que a maior eficiéncia de defesa anti-viral elicitada pela proteina mutante em
relacdo a NIK normal se deve a atuagcdo do receptor T474D em trés niveis. Em
primeiro lugar, a provavel atividade constitutiva de T474D preconiza que a ativagao da
via de sinalizacao precede a infecgao viral e, portanto, a sintese da proteina NSP em
células infectadas. Em segundo lugar, NIK-T474D perde a capacidade de ser inibida
pela proteina viral NSP e, portanto, a defesa contra geminivirus por si s6 seria mais
eficiente. Finalmente, em terceiro lugar, a capacidade de T474D de se ligar a NSP,
mesmo nao sendo inibida pela proteina, garante dominios de ligagao a NSP que
poderiam recrutar a proteina viral, prevenindo sua interagdo com NIK enddégeno e

consequente inibicdo pela NIK de tomateiro.
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B 35S-AtNIK 1-6

355-AtNIK T474D-9

C 355-AtNIK T474D-9
UN IN

Figura 14. Sintomas associados a infeccdo pelo ToYSV. (A) Plantas néo
transformadas (WT). (B) Plantas da linhagem 35S-AtNIK1-6. (C) Plantas (T1) da
linhagem 35S AtNIK-T474D-9. IN refere-se a plantas inoculadas com DNA viral e UN
refere-se a plantas inoculadas somente com particulas de tungsténio.
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355-AtNIK 1-6

IN
WT 35S-AtNIK T474D-9

Figura 15. Plantas transformadas com AtNIK 1 e AtNIK-T474D exibem uma menor
severidade dos sintomas ocasionados pelo ToYSV. (A) Sintomas em plantas nao
transformadas e em plantas da linhagem 35S-AtNIK1-6. (B) Sintomas em plantas nao
transformadas e em plantas de linhagem 35S AtNIK-T474D-9. IN refere-se as plantas

inoculadas com DNA viral.
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0,5 kb
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B
UN IN
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0,5kb
0,3 kb

C UN IN
MC C-1 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.5kb
0.3 kb

Figura 16. Diagnostico do acumulo de DNA viral por PCR, sete dias pds inoculagao de
plantas das linhagems transgénicas superexpressamdo AtNIK e AtNIK-T474D. O DNA
total das plantas inoculadas foi amplificado com oligonucleotideos degenerados que
amplificam um fragmento especifico do componente B de begomovirus (Rojas et al.,
1993). (A) Planta ndo transformada (WT). (B) Plantas da linhagem 35S-AtNIK1-6. (C)
Plantas da linhagem 35S-AtNIK-T474D-9. (M) marcador de peso molecular em Kb,
(C+) controle positivo da reacao utilizando o plasmideo que contem a cépia e meia do
DNA-B do ToYSV como molde na reagao do PCR, (C-) controle negativo da reacao
utilizando agua como molde na reagéo de PCR.
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Figura 17. A expressao de 35S-AtNIK T474D altera a taxa de infecgao viral. A)
Porcentagem de plantas infectadas sistemicamente, monitorado pelo aciumulo de DNA
viral. B) Taxa de infec¢gdo em plantas nao transformadas (WT), linhagem 35S-AtNIK1-
6 e linhagem 35S-AtNIK T474D-9. A taxa de infecgéo foi expressa como numero de
dias pés-inoculagao requerido para que o 50% das plantas estivessem infectadas (DPI
50%). DPI denota dias pds-inoculagao.
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Para determinar se o nivel de expressao de AtNIK1-T474D influencia no
desenvolvimento de sintomas, trés linhagens independentes de plantas que
superexpressam 35S-AtNIK-T474D em niveis variaveis (Figura 18) foram inoculadas
por biobalistica com o DNA-A e DNA-B do isolado ToYSV-[MG-Bi2]. A severidade dos
sintomas observados entre estes trés linhagens independentes foi muito variavel,
sendo que a linhagem identificada como 35S-AtNIK-T474D-6 desenvolveu sintomas
mais atenuados comparado com as outras duas linhagens, 35S-AtNIK-T474D-1 e
35S-AtNIK-T474D-9 (Figura 19). Os resultados de sintomatologia parecem mostrar
uma correlagdo com o nivel de expressao génica do transgene 35S-AtNIK-T474D.
Comparando as trés linhagens do experimento, a expressao do transgene foi superior
na linhagem 35S-AtNIK-T474D-6 (Figura 18) que apresentou sintomas mais
atenuados e taxa de infecgdo menor. Estes resultados indicam que o excesso molar
do mutante T474D também influencia na eficiéncia e robustez da defesa antiviral,
provavelmente devido a sua atuagdo na competicdo com o NIK enddgeno pela
interacdo com NSP. Experimentos adicionais serdo necessarios para confirmar esta

hipétese.
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Figura 18. Expressdao do gene AtNIK T474D em trés linhagens transgénicos de
tomateiro. O acumulo do transcrito foi analisado por RT-PCR com oligonucleotideos
especificos para a proteina NIK1 (3314 e 3315), amplificando um fragmento de
aproximadamente 0,7 Kb. (M) marcador de peso molecular, (C+) controle positivo da
reacao utilizando o plasmideo pk7FNIK1-T474D como molde na reagao de PCR, (C-)
controle negativo da reacgéo utilizando agua como molde na reacdo de PCR, (WT)
cDNA da planta tipo selvagem néo transformada. IN refere-se a plantas inoculadas
com DNA viral, e UN refere-se a plantas inoculadas somente com particulas de

tungsténio.

46



A 35S5-AtNIKT474D-1 355-AtNIKT474D-1
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Figura 19. Sintomas associados a infecgdo por ToYSV em plantas (T1) de trés
linhagens independentes superexpressando AtNIK T474D aos 20 dias pés inoculagao.
(A) Linhagem 35S-AtNIK T474D-1. (B) Linhagem 35S-AtNIK-T474D-6. (C) Linhagem
35S-AtNIK-T474D-9. IN refere-se a plantas inoculadas com DNA viral e UN refere-se a
plantas inoculadas somente com particulas de tungsténio.
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CONCLUSOES

Os resultados desta investigacdo forneceram evidéncias de uma possivel
comunicagao cruzada entre a via de resposta a brassinosterdides mediada por BRI1 e
a via de sinalizagcao anti-viral mediada pela proteina NIK. As analises fenotipicas da
progénie dos transformantes primarios demonstraram que a superexpressdo do
receptor AtNIK promoveu um alongamento de entrends, resultando em maior estatura
do sistema aéreo, mas afetou negativamente o desenvolvimento radicular. De acordo
com estas respostas fenotipicas, associadas com resultados anteriores relacionados a
possivel funcdo da proteina L18 como substrato de BRI1 e sua interacéo estavel com
NIK, bem como a repressado por NIK de genes controlados por brassinosterdides, é
razoavel supor que a superexpressado de NIK de alguma forma altera a sinalizagcéo de
brassinosteréides. Nos ensaios de infectividade viral, os resultados obtidos confirmam
o papel essencial da fosforilagcdo do residuo de treonina 474 para a ativacao induzida
do receptor NIK. A superexpressao de AtNIK-T474D constitutivamente ativa diminuiu a
taxa de infecgao pelo geminivirus ToYSV e interferiu no desenvolvimento de sintomas,
os quais foram menos severos nas linhagens 35S-AtNIK-T474D, quando comparadas

com plantas nao transformadas e linhagens superexpressando NIK normal.
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