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RESUMO

GOUVEIA, Bianca Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2014.
Avaliacdo da ativacdo do sistema imune de planta pelo receptor NIK (NSP-
interacting kinase) e identificagdo de um novo parceiro de NSP (Nuclear SHett
Protein) de geminivirus.Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Coorientador:
Michihito Deguchi.

NIK (NSP-Interacting Kinase) € um receptor cinase envolvido na resposta de defesa
contra geminivirus, e foi primeiramente identificado como alvo de viruléncia da
proteina de transporte NSP (Nuclear Shuttle Protein) de begomovirus. Previamente, foi
identificado que a ativacdo de NIK medeia a fosforilacdo indireta da proteina
ribossomal L10, promovendo a translocacao da proteina citosdlica para q nddieo
interage com a proteina LIMYB (L10-interacting Myb domain-containing protein), para
regular genes envolvidos na maquinaria de traducéo da célula, resultando em supresséo
da traducdo global. Foi também demonstrado que a ativacdo constitutiva de NIK1,
através da expressao ectopica do mutante T474D, induz o sistema imune de plantas em
Arabidopsis. Nesta investigacdo, foi analisado em maiores detalhes se a ativacdo do
moédulo de sinalizacdo NIK-RPL10-LIMYB também transmititin sinal tipico de

defesa, resultando na inducdo do sistema imune de plantas. Entretanto, os resultados
encontrados sugerem que a via de sinalizagdo antiviral mediada por NIK ndo transmite
o sinal de defesa tipico que culmina na ativacdo de genes relacionados ao sistema imune
de plantas. Em primeiro lugar, por meio de estudos de variacdo global de expresséo
génica, induzida por expressdo ecotopica do mutante constitutivo T474D ou LIMYB,
foi constatado que ndo houve enriquecimento génico significativo na lista dos genes
regulados positivamente nas categorias de defesa, como resposta de defesa a patégenos
resposta de defesa a virus e silenciamento génico induzido por virus. Além disso, RT-
PCR quantitativo de uma amostra representativa dos genes de defesa confirmou que
estes genes de defesa ndo foram regulados positivamente pela expressao de T474D ou
LIMYB. Ao contrario, a expressado de LIMYB nas linhagens transgénicas promoveu a
regulacdo negativa dos referidos genes de defesa. Nesta investigacdo, também se
avaliou novos alvos do hospederio que interagem com NSP. Inicialmente, foi isolada,
por meio de microarranjos de expressao de 12.000 proteinas de Arabidopsis, uma
proteina com caracteristicas de uma t-SNARE, codificada pelo locus At4g30240 com a
capacidade de interagir com NSP in vitro. Esta interagdo NSP- proteina At4g30240 foi
confirmada em ensaios de duplo hibrido em leveduras e por ensaios de complementagao

de fluorescéncia bimolecular in planta. Os resultados indicam que At4g30240 interage
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com NSP in vivo, e pode mediar ou mesmo facilitar o transporte dessa proteina viral

entre compartimentos celulares.
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ABSTRACT

GOUVEIA, Bianca Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july, 2014.
Evaluation of the plant immune system activation by the receptor NIK (NSP-
interacting kinase) and identification of a new host partner of the geminivirus NSP
(Nuclear Shuttle Protein). Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-adviser:
Michihito Deguchi.

NIK (NSP-Interacting Kinase) is a receptor-like kinase involved in defense against
geminiviruses, which was first identified a@svirulence target of the begomovirus
transport protein NSP (Nuclear Shuttle Protein). We have previously identified that NIK
activation mediates an indirect phosphorylation of the ribosomal protein L10 causing
the translocation of the cytosolic protein to the nucleus, where it interacts with LIMYB
(L10-interacting M/b domain-containing protein) to regulate genes involved in the
translation machinery resulting ia global translation suppressiorConstitutive
activation of NIK, through ectopic expression of the mutant T474D in Arabidopsis, has
been previously shown to induce the plant immune system. In this investigation, we
examined further whether activation of the signaling module NIK-RPL10-LIMYB
would transduce a typical defense signal that promotes the induction of the plant
immune system. However, the current results suggest that the NIK-mediated antiviral
signaling does not induces the basal immune system. Firstly, the global variation of
gene expression by ectopic expression of the constitytaetivated mutant receptor
T474D or LIMYB does not cause a gene enrichment in the up-regulated list of typical
defense categories, such as response to pathogens, response to virus and virus-induced
gene silencing. Secondly and very importantly, quantitative RT-PCR of a representative
sample of defense genes confirmed that they are not up-regulated by expression of
T474D or LIMYB. In contrary, expression of LIMYB in the transgenic lines caused a
down-regulation of the defense genes examined. We have also examined new host
targets that interact with NSP. Initially, we used a 12000 Arabidopsis protein
expression-based microarryisolate a t-SNARE-like protein with the capacity to bind
NSP in vitro. This interaction NSP-At4g30240 protein was further confirmed by two-
hybrid assay in yeast and by bimolecular fluorescence complementation assay in planta.
Our results indicate that At4g30240 interacts with NSP in vivo to mediate or facilita

the viral protein transport among cell compartments.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas reconhecem a maioria dos patdégenos através de duas classes
funcionalmente distintas de receptores imunes (Boller e He, 2009; Dodds e
Raathejen, 2010). A primeira delas refere-se aos receptores transmembranas que
reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP) e sao designados
PRRs (Pattern Recognition Receptors). Este evento de reconhecimento ou interacao
planta-patdégeno ocorre na superficie celular e aciona um mecanismo de defesa basal
denominado PTI (Pamp-Triggered Immunity), suficiente para combater a maioria
dos invasores. Entretanto, alguns patégenos desenvolveram mecanismos capazes de
inativar PTI, através da injecdo de efetores de viruléncia no interior das células
(Chisholm et al., 2006; Jones e Dangl, 2006).

Da mesma forma que o0s patdgenos, as plantas também evoluiram e
desenvolveram mecanismos de resisténcia contra esses efetores, através do
surgimento de proteinas de resisténcia que correspondem a segunda classe de
receptores imunes. Essas proteinas sao designadas NBS-LRR (nucleotide binding
site-leucine rich repeats) e reconhecem os efetores de viruléncia, acionando um tipo
de imunidade chamada ETI (Effector-Triggered Immunity), associada a resposta
hipersensitiva e morte celular programada (Dodds e Rathejen, 2010).

Em interacdes planta/virus, o silenciamento do RNA é um dos mecanismos
pelo qual a planta reconhece e se defende da infeccéo viral (Voinnet, 2005). Em
contrapartida, os virus possuem fatores de viruléncia que suprimem componentes da
maquinaria de silenciamento de RNA, o que inativa a resposta de defesa da planta e
aumentam a patogenecidade do virus (Raja et al., 2010). Para limitar essas infeccdes
virais, tem sido relatado que as plantas também utilizam o mecanismo de imunidade
basal PTI, comumente usado em resposta ao ataque de bactérias e fungos (Carvalho
et al., 2008). A familia Geminiviridae constitui um grande grupo de virus de plantas,
capazes de infectar uma ampla gama de espécies, incluindo diversas culturas
agronomicamente relevantes (Fauqeetl., 2008). O sucesso de infeccdo dessa
familia se deve a proteinas virais supressoras de silenciamento (Bisaro, 2006; Diaz-
Pendon e Dig, 2008) e inibidoras de receptores imunes transmembranas.

O receptor transmembrana NIK (NSP-Interacting Kinase) foi inicialmente
identificado como um alvo de viruléncia da proteina NSP (Nuclear Shuttle Brotein

de begomovirus, o maior género da familia Geminividae (Mariano et al., 2004;
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Fontes et al., 2004plém disso, homodlogos desse receptor em Arabidopsis thaliana
também mostraram capacidade de interagir com NSPs, demonstrando que a interacao
com NIKs é conservada entre NSPs de begomovirus (Fontes et al., 2004). Por
desempenhar uma funcdo importante no transporte do DNA viral, é bastante
provavel que NSP interaja com outras proteinas do hospedeiro em diversas regides
celulares, e a identificacdo de interac6es chave nessa via de sinalizacédo ardeviral
fundamental importancia para a elucidacdo do mecanismo de infeccéo viral.

A proteina NIK apresenta um dominio cinase conservado, além de possuir
repeticbes ricas em leucina (LRR-leucine-rich repeat). Foi demonstrado que a
proteina NIK se autofosforila, e que esta fosforilacdo antecede sua oligomerizacao,
sugerindo que ela possui propriedades bioquimicas consistentes com uma funcgéo
sinalizadora (Fontes et al., 2004). Além disso, inativacdo da atividade de cinase de
NIK1 compromete a atividade de sinalizagao antiviral do receptor imune (Santos et
al., 2009). Recentemente, foi demonstrado que infeccdo por geminivirus promove a
ativacdo do receptor NIK através de auto-fosforilacdo em residuos de treonina na
posicdo 474 localizado na alca de ativacdo do dominio de cinase (Santos et al.,
2009). Em oposicao a este mecanismo de pro-ativacdo, a proteina viral NSP liga-se
ao dominio cinase e inibe autofosforilacdo e atividade de NIK, impedindo assim a
criacdo de um ambiente menos favoravel a infeccao viral (Santos et al., 2010).

Visando elucidar componentes da via de sinalizacdo antiviral mediada por
NIK, foi identificada, por ensaios de duplo hibrido, a proteina ribossomal RPL10
(Ribosomal protein L10). Além de interagir com NIK, RPL10 estd geneticamente
associada a via de sinalizacdo de resposta a infec¢cdo por geminivirus, mediada por
NIK (Rocha et al., 2008)Baseado em propriedades bioquimicas de NIK e
caracteristicas pertencentes a familia LRR-LRKII, foi proposto um modelo para a via
de sinalizacdo mediada por NIK (Santos et al., 2010; Lopes, 2012, Zorzatto et al.,
2014), que se inicia a partir de um estimulo induzido pela infecgéo viral, provocando
a ativacao de NIK, que culmina com a translocacdo da proteina ribossomal L10A
para o nucleo (Carvalho et al., 2008), onde interage com a proteina LIMYB (L10-
interacting Myb domain-containing protein) para regular genes envolvidos na
maquinaria de traducdo da célula, resultando em supressao de traducédo global
(Zorzatto et al., 2014).

Mais recentemente, foi demonstrado que a ativagcdo constitutiva da via de

sinalizagdo antiviral mediada por NIK também induz a expressao de proteinas do
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sistema imune de plantas, em tomateiros (Brustolini et al., 2014). Entretanto, os
componentes dessa via de transducao do sinal de defesa que ligam a ativacdo do
receptor NIK a inducdo dos genes de resisténcia sédo totalmente desconhecidos.

Assim sendo, a elucidacao da via de defesa mediada por NIK constitui uma
etapa importante para se avaliar a intercomunicagéo entre as vias de sinalizacao de
defesa o que permite & planta ajustar as respostas imunes, dependendo da natureza do
tipo invasor. Ainda, o esclarecimento da regulacdo das respostas de defesa permitira
aos geneticistas e melhoristas usar abordagens cada vez mais sofisticadas para

controle de pragas e patdégenos ao aumentar as defesas naturais das plantas.
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Capitulo 1
Ativacgao constitutiva de NIK n&o induz o sistema imune de plantas.

Resumo - NIK (NSP-interacting kinase) é um receptor cinase com funcdo de
sinalizagdo na defesa contra infec¢cdo por geminivirus. Previamente, foi identificado
que a ativacdo de NIK medeia a fosforilacdo indireta da proteina ribossomal L10,
promovendo a translocacéo da proteina citosoélica para o naokd® interage com a
proteina LIMYB para regular genes envolvidos na maquinaria de traducéo da célula,
resultando em supressao de traducdo global. Além de inibir a traducdo global, foi
também demonstrado previamente que a ativacao constitutiva de NIK1, através da
expressdo ectopica do mutante T474D, induz o sistema imune de plantas em
Arabidopsis. Entretanto, os componentes dessa via de transducéo do sinal de defesa
que ligam a ativacdo do receptor NIK a inducdo dos genes de resisténcia sao
totalmente desconhecidos. Nesta investigacéo, foi analisado se a ativagcdo do maédulo
de sinalizacdo NIK-RPL10-LIMYB também transmitiian sinal tipico de defesa,
resultando na inducdo do sistema imune de plaAtaavés de sequenciamento de

RNA, foi avaliada a variacdo global na expressao de genes, induzida por 474D
LIMYB, em Arabidopsis, concentrando-se em trés categorias de genes de defesa, (i)
resposta a patdgenos, (ii) silenciamento génico induzido por virus e (iii) resposta de
defesa contra virus. Nas categorias Il e lll, analises de enriguecimento génico dos
resultados de RNA-seq de T474D néo detectaram enriquecimento significativo de
genes diferencialmente expressos na lista dos genes regulados positivamente ou na
lista daqueles regulados negativamente. Em contraste, para a categoria de resposta a
patdgenos, enriguecimento génico significativo foi observado tanto na lista dos genes
up-regulados como naquela de genes down-regulados. Entretanto, genes marcadores
tipicos da via de sinalizacdo por acido salicilico ou ndo foram diferencialmente
expressos ou foram down-regulados. Estes resultados foram validados por RT-PCR
guantitativo e indicam que provavelmente expressao de T474D nao induz o sistema
imune de plantas. Também foi avaliado o efeito da superexpresséao de LIMYB sobre

o sistema imune. Enriquecimento génico significativo sé foi observado para o grupo
de genes down-regulados da categoria funcional de resposta a patégenos. Resultados
de RT-PCR quantitativo confirmaram a tendéncia de repressédo de genes de defesa

pela overexpressédo de LIMYB. Coletivamente, esses resultados sugerem que a via de



sinalizacdo antiviral mediada por NIK ndo transmite o sinal de defesa tipico que

culmina na ativacdo de genes relacionados ao sistema imune de plantas.



1. INTRODUCAO

As plantas estdo constantemente expostas a invasao, infeccao ou toxidade por
organismos patogénicos durante todas as fases do seu ciclo de vida. No entanto, as
plantas, diferentemente dos animais, ndo dispdem da protecdo oferecida por
anticorpos e células especificas de defesa para combater invasores. Por isso,
desenvolveram estratégias diferenciadas para detectarem e se adaptarem aos VAarios
tipos de agressdes ambientais (Gomez-Gomez & Boller, 2002).

As plantas apresentam algumas estruturas que funcionam como uma barreira
para a entrada de invasores. A primeira linha de defesa das mesmas, de natureza
mecanica, é representada pela presenca de uma camada de cuticula recobrindo a
superficie externa da planta, paredes celulares espessas e outras estruturas fisicas
para deter a invasdo do patdgeno. A segunda linha de defesa ocorre a nivel celular,
onde a regulacdo dinamica e estritamente controlada de genes especificos produz
proteinas cuja acéo ira responder a infeccao pelo organismo invasor (Thurston et al.,
2005).

O evento que desencadeia uma resposta de defesa inicia-se pela percepcéo de
um estimulo extracelular primario por um receptor de membrana, que interfere na
interacdo desse receptor com uma molécula ligante especifica. Ao evento de ligacao,
segue a transmissao de sinais secundarios a partir da membrana plasmatica. O
acumulo de moléculas sinalizadoras no interior da célula causa a inducdo de cascatas
especificas de fosforilacbes e desfosforilagbes. As mudancas moleculares
desencadeadas por esses eventos incluem a ativacdo de genes envolvidos em
respostas de defesa particulares, ou alteragbes em processos de desenvolvimento
(Gachomo et al., 2003).

A fosforilacdo de proteinas, que ocorre através da transferéncia de um grupo
y-fosfato do ATP para um grupo hidroxila da proteina alvo, € uma reacédo recorrente
nas células, sendo realizada por uma familia de enzimas denominada proteinas
cinases (PK) (Lin et al., 1992). Muitas vezes esses processos sao mediados por
receptores cinases presentes nas membranas das células. O genoma de plantas
codifica um grande numero de proteinas com topologias preditas de receptores
cinases, cujas funcbes ainda ndo foram totalmente elucidadas. Tais proteinas séo

chamadas de RLKs (Receptor-Like Kinases; Becraft, 1998).



Os RLKs séao divididos em duas classes de acordo com as especificidades em
seus dominios cinases: receptores tirosina-cinases (RTK) que fosforilam proteinas
em residuos especificos de tirosina, e receptores serina/treonina-cinases (STKR) que
fosforilam serinas ou treoninas ou, em alguns casos, ambos os residuos de
aminoacidos (Lin et al., 1992).

O genoma de Arabidopsis thaliana contem 417 sequéncias de proteinas
contendo a estrutura tipica de um receptor cinase, que possui um dominio
extracelular seguido de um dominio transmembrana e do dominio cinase (Shiu e
Bleecker, 2001). Neste organismo, mais da metade das RLKs contem de 1 a 32
repeticdes ricas em leucina (Leucine-Rich RepeatRR) em seu dominio
extracelular, tornando-se o motivo extracelular mais comumente encontrado e que
esta envolvido em interacBes proteina-proteina (Morris e Walker, 2003). Os
membros desta sub-familia divergem na organizacdo e na identidade de sequéncia de
seu dominio extracelular sendo assim categorizados em 13 subfamilias (LRR I-LRR
XI1).

Vérias proteinas receptoras do tipo LRR-RLK tém sido identificadas, estando
relacionadas com desenvolvimento, resisténcia a doencas ou a interagdo com
proteinas de patégenos. Uma das proteinas envolvidas na interacdo 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 (Solanum lycopersicum NSP Interacting Kinase) foi caracterizada
como um provavel receptor transmembrana serina/treonina quinase (Mariano et al.,
2004), cujo dominio quinase, localizado no citosol, é 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 e Ward et al., 191

Um homodlogo de NIK de soja, designando GmNIK (Gyicine max NIK), e trés
genes homoélogos de Arabidopsis, designados NIK1, NMIKBK3, também foram
isolados pela capacidade de interagdo com NSP. Os receptores NIK1, NIK2 e NIK3
foram caracterizados como membros da subfamilia LRR-RLKII (Shiu e Bleecker
2001; Dievart e Clark, 2004), constituida por 14 proteinas portadoras de quatro LRRs

completas (com 24 residjos uma quinta LRR incompleta (com 16 residuos),
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dispostas em um unico bloco continuo dentro do dominio extracelular (haihg
2006).

A proteina NIK exibe propriedades bioquimicas consistentes com receptores
de membrana e diversas evidéncias na literatura sugerem uma funcao de sinalizacéo
na defesa contra infeccdo por geminivirus (Fontes et al., 2004). Inicialmente, foi
identificado que a proteina virdlSP de CalLCu\(Cabbage Leaf Curl Virjsatua
como um fator de viruléncia para suprimir a atividade cidadelK (Fontes et al.,

2004). Além disso, a perda de funcdo de NIK1, NIK2 ou NeKBArabidopsis esta
ligado a um aumento do fenotipo de suscetibilidade a infeccdo por CaLCuV (Fontes
etal., 2004 Rochaet al., 2008 Santosetal., 2009). Finalmente, a superexpressao de
NIK1 de Arabidopsiem tomateiros atenua o desenvolvimento de sintomas e atrasos
na infeccdo por ToYSY Tomato Yellow Spot Virus(Carvalhoet al., 2008).

Por meio do sistema de duplo hibrido de leveduras, utilizando o dominio
cinase de NIK como isca e uma biblioteca de cDNAs de Arabidopsis, foi identificada
a proteina ribossomal, L10 (RPL10). Além de interagir com NIK, RPL10 esta
geneticamente associada a via de sinalizacdo de resposta a infeccdo por geminivirus,
mediada por NIK (Rocha et al.,, 2008). Em Arabidopsis, ensaios de infectividade
mostraram que plantas nocautes I10A bombardeadas com virus CaLCuV foram mais
suscetiveis ao virus quando comparadas com plantas selvagens, mimetizando o
fendtipo de suscetibilidade aumentada de nikl. Estas observacdes fornecem
evidéncias genéticas que posicionam rpL10A na via de sinalizacdo de defesa
dowstream ao receptor NIK. Tais resultados sédo reforcados pelo aumento
significativo da translocacédo da proteina rpL10A para o ndcleo celular, quando co-
agroinfiltrada com NIK (Rocha et al., 2008).

A ativacdo de muitas cinases reqadosforilacdo do segmento de ativacéo,
que é definido pela regido delimitada plmis motivos de tripeptideos conservados
DFG e APE (Nolenet al., 2004). NIK1 é fosforilada in vitro nas posi¢cdes
conservadas Thr474 e Thr469 (Sardgbal., 2009). Além de ser fosforilada in vitro,

a substituicdo de Thr474 por alanina prejudica a capacidad®IK1l para
desencadear uma resposta de defesa e redirecionar rpL10 ao nucleo in vivo (Carvalho
et al., 2008; Santost al., 2009). Em contrast@ substituicdo de Thr474 por um
residuo de aspartato aumenta a atividade de autofosforilag&el@calizacdo da

rpL10 para o nucleo mediada por NIK1. Coletivamente, estes resultados indicam que
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a fosforilagdo do residuo Thr474, localizado na alca de ativacdo € essencial e
constitui um mecanismo regulador chave para ativacao de NIK.

Baseado em propriedades bioquimicas de NIK e caracteristicas pertencentes a
familia LRR-LRKII, foi proposto um modelo para a via de sinalizacdo mediada por
NIK (Santos et al., 2010; Lopes, 2012, Zorzatto et al., 2014). Segundo este modelo, a
partir de um estimulo induzido pela infeccéo viral, o0 dominio extracelular de NIK
sofre olimerizagdo com o mesmo dominio de outro receptor, permitindo assim a
aproximacdo dos respectivos dominios cinases e consequente transfosforilacao
desses, além da ativagdo de outros dominios. A transfosforilacdo da treonina 474 no
A-loop ativa NIK. Assim inicia-se a cascata de sinalizacdo, que culmina com a
translocacdo de L10A para o nucleo (Carvalho et al., 2008), onde interage com a
proteina LIMYB para regular genes envolvidos na maquinaria de traducdo da célula,
resultando em supressdo de traducdo global (Zorzatto et al., 2014). LIMYB e
RPL10A atuam como fatores de transcricdo e inibem a atividade de promotores de
genes ribossomais de forma aditiva, resultando na inibicdo da sintese de proteinas,
diminuicdo da associacdo do RNAm viral com fracBes de polissomos, conferindo
assim tolerancia a geminivirus (Zorzatto et al., 2014).

Além de inibir a traducao global, a ativacao constitutiva de NIK1, através da
expressdo ectopica do mutante T474D, induz o sistema imune de plantas em
Arabidopsis (Lopes, 2012). Esta hipbtese foi levantada porque a expressao ectopica
de T474D induziu a expresséo de genes do sistema imune e resultou em um aumento
de morte celular espontdnea, mimetizando o fenétipo de resposta hipersensitiva.
Mais recentemente, foi demonstrado que a ativacao constitutiva da via de sinalizacao
antiviral mediada por NIK também induz a expresséo de proteinas do sistema imune
de plantas, como genes de resisténcia do tipo LRR-NBS e componentes da via de
sinalizacdo do acido salicilico, em tomateiros (Brustolini et al., 2014). Entretanto, os
componentes dessa via de transducdo do sinal de defesa que ligam a ativacdo do
receptor NIK & inducéo dos genes de resisténcia sdo totalmente desconhecidos.

Assim sendo, a elucidacdo da via de defesa mediada por NIK constitui uma
etapa importante para se avaliar a intercomunicagéo entre as vias de sinalizacao de
defesa 0 que permite a planta ajustar as respostas imunes, dependendo da natureza do
tipo invasor. O esclarecimento das bases moleculares da resisténcia de plantas e da
regulacdo das respostas de defesa permitira aos geneticistas e melhoristas usar

abordagens cada vez mais sofisticadas para controle de pragas e patdégenos ao
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aumentar as defesas naturais das plantas. Dessa forma, o principal objetivo dessa
investigacdo foi examinar se a via de sinalizac&o antiviral mediada por NIK transduz

um sinal tipico de defesa que resulta na inducéo do sistema imune de plantas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal.

Plantas de Arabidopsis da linhagem Col-0 (Columbia), da linhagem
transgénica originada por mutagénese insercional por T-DNA (knock down
Salk_060808) transformada com a construcao 35S:AtNIK1T474D, superexpressando
a proteina NIK mutada, obtida e disponibilizada por Lopes (2012), e da linhagem
transgénica de ecétipo Columbia superexpressando o gene AT5G05800 (LIMYB),
obtida e disponibilizada por Zorzatto (2013), foram cultivadas em camara de
crescimento a 2Z, com fotoperiodo de 16 horas.

Sementes dos mutantes nap, SALK 104485 (sid2), CS3806 (pad4), CS66002
(sid2 pad4), CS3724 (nprl), CS6358 (ndrl), SALK 091541G{edSALK 034523
(bakl) foramobtidas do ABRC (“Arabidopsis Biological Resource Center”).

2.2. Extracéo de protoplasto de Arabidopsis thaliana.

Para o isolamento de protoplastos foram utilizadas as linhagens de
Arabidopsis SALK 104485 (sid2), CS3806 (pad4), CS66002 (sid2 pad4), CS3724
(nprl), CS6358 (ndrl), SALK_091541C (&jle SALK_ 034523 (bak). As sementes
foram esterilizadas, plagueadas em meio MS ¥ forca, incubadas a 4°C por 4 dias,
seguido por 22°C por 15 dias, com fotoperiodo de 16 horas, como descrito por
Niyogi (2005) com modificagdes.

As plantas foram cortadas com bisturi e incubadas em solu¢cdo enziméatica
(Celulase 1%, Macerozyme 0.2%, Mannitol 0.8 mol/L, KCL 1 mol/L e MES 100
mmol/L ph 5.7) sob vacuo por 30 segundos e mantidas sob agitacdo, a 50 rpm, por
seis horas. As folhas digeridas foram filtradas em filtro de nylon den68e
espessura e centrifugadas a 200 x g durante 2 min. O sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado duas vezes em 10 ml de solugcéo de lavagem (NaCl 5 mol/k,1CacCl
mol/L, KCI 1 mol/L e MES 100 mmol/L), centrifugado a 200 x g por 2 min e
ressuspendidos em 1 ml de tampéao de eletroporacéo (Mannitol 0.8 mol/L2 MgCl
mol/L e MES 100 mmol/L).

Para a anélise de expressdo de genes de proteina de resisténcfaa B x 10
10° de protoplastos foram eletroporados a 250 V, @50com 10ug do DNA de

interesse, 3@g de DNA de esperma de salmdo em um volume final de 0.8 ml. Apos
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36 h de incubacdo no escuro, os protoplastos foram centrifugados e congelados em
nitrogénio liquido.

2.3. Extracao de RNA total das plantulas de Arabidopsis e protoplastos.

Para isolamento de RNA total, plantulas de Arabidopsis foram maceradas em
nitrogénio liquido e aproximadamente 200 mg do tecido vegetal off 2&llias de
protolastos foram homogeneizados com o reagente TRIZOL (SIGMA). Foram
incubadas a temperatura ambiente, por 5 min, e adicionadqd_28% 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 rfih,@ 4
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, livre de RNAse, e foram
adicionados 50QuL de isopropanol. Em seguida, foram incubadas a temperatura
ambiente, por 10 min, e centrifugadas 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 pelletsressuspendidos em 20 pL de 4gua 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 (HBO3 0.05 mol.L'1, NasCeHs0; Immol.L* e NaOH 5mmol.Lt pH

7.5) corado com brometo de etideo gImL.

2.4. Método de sequenciamento de RNA e analise dos dados.

As linhagens transgénicas e selvagem foram infectadas no estagio de sete
folhas com CalLCuV. Dez dias ap6s a inoculacdo (dpi), folhas infectadas
sistemicamente foram diagnosticada por PCR. Folhas infectadas do tipo sedvagem
das linhagens 35S::NIK1-5 e 35S::T474D-4 foram utilizadas para extracdo de RNA
total pelo método do TRIzol (Invitrogen). Para os experimentos de sequenciamento
de RNA, foram utilizadas duas repeticdes bioldgicas de um conjunto de 10 plantas
em 10 dias apos a inoculacao (dpi), quando foram detectados altos niveis de DNA
viral em folhas sistémicas, mas os sintomas ainda ndo haviam desenvolvido, ou aos
21 dpi, quando sintomas eram visiveis.

Os dados de sequenciamentdMdA foram obtidos usando o llumina Hi-seq
2000. O protocolodesenvolvido utilizou a metodologia “pair-ended” com 0s

seguintes parametros de filtro de qualidadeiximo de uma base abaixo da
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qualidade de 5 nas primeiras 30 bases. A andlise da expressao génica diferencial
(DGE) foi realizada utilizando o pacote edger R/Bioconductor (Robinson et al.,
2010).

Os dados brutos foram normalizados utilizando o fator de normalizacéo
TMM. A dispersdo foi estimada pelo parametro edger tagwise. A expressao
diferencial foi determinada utilizando o p-valor de corte de 0,01, ajustado pelo
método de “False discover rate” (FDR). O processo de mapeamento dos reads foi
executado usando o programa Bowtie 2 (Langmead et al., 2009), e 0 conjunto de
cDNAs foi obtido a partir do banco de dados Arabidopsis Information Resource
(TAIR) (http://www.arabidopsis.org), décima versdo. A classificagdo de Gene

ontology foi realizada utilizando os pacotes R/Biocondustostats.
2.5. Andlise da expressédo de genes de proteinas de resisténcia.

Dezesseis genes de proteinas de resisténcia que séo induzidos por T474D
foram selecionados a partir dos dados do RNAseq e a andlise da expresséo foi
avaliada por RT-PCR quantitativo nas linhagens transgénicas superexpressando o
gene T474D e LIMYB, e nos protoplastos dos mutantes nap, SALK 104485 (sid2),
CS3806 (pad4), CS66002 (sid2 pad4), CS3724 (nprl), CS6358 (ndrl),
SALK 091541C (eds) e SALK 034523 (bak), superexpressando o gene T474D.

O RNA total foi tratado com DNAse e quantificado em espectrofotbmetro
Thermo Scientific, a 260/280 nm, e sua concentracdo expressg.ehi’. Para a
obtencdo do cDNA, 21g do RNA total foram utilizados como molde, juntamente
com 5uM do oligonucleotideo oligo dT e 0,5 mmotlde dNTPs, em um volume
final de 15uL. A mistura foi aquecida a 70°C por 5 minutos e depois imediatamente
incubada no gelo. Em seguida, foi adicionado o tampé&o da enzima transcriptase
reversa (Invitrogen: Tris-HCl 50 mmol’LpH 8.3, KCI 3 mmol.L}, MgCl, 75
mmol.L* e DTT 10 mmol.[*), para um volume final de 20L. A mistura foi
mantida a 37°C, por dois minutos. Apos esse tempo, foi adicionadalé M-MLV
RT Transcriptase Reversa (Invitrogen Life Technologies, Inc.), incubando-se a 37°C
por 1 hora. A enzima foi inativada a 70°C por 15 minutos.

Para analise de expressédo por RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) foram
desenhados primers especificos para os genes estudados (Tabela 1) utilizando o

programa Primer Express 3.0. As reacOes de RT-PCR foram realizadas em
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ABI7500 (Applied Biosystems) usando 500 fentomols dos primers com SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condi¢cdes de amplificagéo foram
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 94°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O
RNA do gene para actina foi utilizado como controle endégeno para a normalizacao

dos dados. O métodd'?’ foi utilizado para a quantificacéo da express&o génica.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados em reacéo de gRT-PCR.

Primer Sequéncia 53 Gene
gRTAT1G33560 Fwd GACATCACGACGCAACTCTTAAA AT1G33560
gRTAT1G33560 Rvs AGTCGTTCGGCGATTCCTTT AT1G33560
gRTAT1G63750 Fwd TGGTATGCGTCGTGATTTCC AT1G63750
gRTAT1G63750 Rvs GCCGTTGATGCGACATAACA AT1G63750
gRTAT1G75040 Fwd GCGATGGAGGATTTGAATTGA AT1G75040
gRTAT1G75040 Rvs AGCCTGTACGAGCCCAGAAC AT1G75040
gRTAT2G14610 Fwd CGAGAGGGTTGCAGCCTATG AT2G14610
gRTAT2G14610 Rvs AAGGCCCACCAGAGTGTATGA AT2G14610
gRTAT3G44480 Fwd GCTCGAACAATTCGGAAGAGA AT3G44480
gRTAT3G44480 Rvs ATACCCCTTGCACCAACCAA AT3G44480
gRTAT3G55230 Fwd AGCACAAACAGAGGTGAATGGA AT3G55230
gRTAT3G55230 Rvs CAAGCGGCACTGCGTTATCT AT3G55230
gRTAT4G11650 Fwd TTCCGCACTTTTGCTCATCTC AT4G11650
gRTAT4G11650 Rvs CAGCCCACACGGTGTAACTACA AT4G11650
gRTAT4G16890 Fwd CTTGTGAATTTCGCCCAGAAC AT4G16890
gRTAT4G16890 Rvs CTGGATGCCTTCCCATAGCTT AT4G16890
gRTAT4G16950 Fwd TATCAACTTAGCCGGTGACCAA AT4G16950
gRTAT4G16950 Rvs CTCCCTCCCCTAACGAAAGC AT4G16950
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qQRTAT4G33720 Fwd
gQRTAT4G33720 Rvs
gQRTAT5G17970 Fwd
QRTAT5G17970 Rvs
qRTAT5G22690 Fwd
qQRTAT5G22690 Rvs
qQRTAT5G40020 Fwd
gRTAT5G40020 Rvs
gRTAT5G40100 Fwd
gQRTAT5G40100 Rvs
gQRTAT5G46490 Fwd
qQRTAT5G46490 Rvs
qQRTAT5G67330 Fwd
qQRTAT5G67330 Rvs
qQRTATNIK1B Fwd
gRTATNIK1B Rvs
gRTACTIN Fwd

gRTACTIN Rvs

AGCGGGTCCTATGGAGAGAAC

TCGTCCACCCACATGTCAAC

TGTCTCTAGGCGAAACTGCGATA

CGCCATCTCCAATGAGACAA

TGACTACCCGATGAGGCGTAT

CGAGCTTGCTGTGTTGCATT

CCTCCGGCAACACTTATTCAA

CCGTCCACGAGGCTTACATC

CCACATAGTGCTCGCTTCCA

TTGGGTAGGCGACTCTTTCTG

TATCAACTTAGCCGGTGACCAA

CTCCCTCCCCTAACGAAAGC

GGTAGACATCTGGCGGAGTTG

GCAATCTCCGCCATAATCCA

AGGCACGGTGGGTCACATT

TCCCGAAGCCAAAAACATCT

ATGTCGTGAGCCATCCCTGTC

ACACCGGATTCGTGCGGCAT
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O receptor NIK atua como um auténtico transdutor de sinais relacionado a
mecanismos de resposta imune nas células (Fontes et al., 2004; Carvalho et al.,
2008), envolvido na ativacdo de defesa contra geminivirus. Sabe-se que a infecgcao
viral induz, nas células do hospedeiro, a expressao de genes de defesa (genes PR) e a
inducdo de morte celular programada, fenbmenos relacionados a via do acido
salicilico (Chen et al., 2010Baseado nisso, perguntamos se a ativacao constitutiva
de NIK iria provocar uma resposta de defesa similar aquela elicitada por infeccao
viral, através da via do acido salicilico (SA).

Através de sequenciamento de RNA, foram utilizadas linhagens transgénicas
de Arabidopsis para avaliar a variacdo global na expressdo de genes, induzida por
35:SNIK1Ser/Tre474D, em comparacdo com plantas selvagens nédo inoculadas. Estas
andlises concentraram em analisar o efeito da expressdo de T474D sobre genes
relacionados ao sistema imune da planta, que foram divididos em trés categoria
funcionais, como resposta de defesa a patdgenos, resposta de defesa a virus e
silenciamento génico induzido por virus (Tabela 1, Anexo).

Analises de enriquecimento génico utilizando o método de andlise de
conjuntos de enriquecimento génico (GSEA) mostraram que 0S genes
diferencialmente expressos pela expressdo de T474D ndo foram enriquecidos nas
categorias de silenciamento génico induzido por virus e de resposta de defesa viral
(Figura 1). Somente para a categoria de resposta de defesa a patdégenos, o

enriguecimento génico foi encontrado em genes up e down-regulados.
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Figura 1. Enriguecimento génico (edgeR TMM T474D mock 10 diasWT mock
10 dias) de genes de resposta de defesa a patdogenos up e down-regufadeste

estatistico baseado no Teste Exato de Fisher com p-valor < 0,01.

O perfil de expressao de uma amostra representativa de genes de defesa em
plantas selvagens e T474D de Arabidopsis foi também avaliado por gRT-PCR
(Figura 2a-b), cujos resultados confirmaram uma correspondéncia de 80% com o0s
resultados de RNA-seq. No entanto, genes marcadores tipicos de sinalizagdo de
resposta imune, tais como PR1 e SNC1, ndo foram diferencialmente expressos ou
foram down-regulados. Em geral, genes de resisténcia codificam proteinas que direta
ou indiretamente reconhecem efetores patégenos (Jones e Dangl, 2006), e a maior
classe dessas proteinas sdo LRR-NBS (Meyers et al.,, 2003). SNC1 (Sugfessor
NPR1-1, constitutivellcodifica uma dessas proteinas (Zhang et al., 2003), levando a
ativacdo de respostas de defesa rapidas e robustas, incluindo a acumulacéo de acido
salicilico (SA), a inducdo da expressdo de genes de proteinas relacionadas a
patogénese, como PR1, e morte celular programada localizada, conhecida como
resposta hipersensitiva (Hammond-Kosack e Jones, 1997), culminando com uma
maior resisténcia a agentes patogénicos (Li et al., 2001).

Similarmente os genes PR1 e SNC1 nao foram diferencialmente expressos,
assim como outros genes relacionados a resisténcia. Coletivamente, esses resultados
indicam que a expressao ectopica de T474D nao ativa respostas de defesa virais
tipicas, tais como sinalizacdo mediada por SA ou o silenciamento génico induzido

por virus.
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AT4G16950.1  |-0.0397 0.923791385238997 |RPP5 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
AT4G33720.1 0.0 0.0 PR1 pathogenesis-related gene 1
AT5G17970.1 0.0 0.0 Disease resistance protein (TIR-NBS-LER. class) family
AT5G40100.1 0.1313 1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LER class) family
AT5G46490.1  |0.2537 0.557766109000824 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
AT5G67330.1 03322 0.497337654351076 |NRAMP4  |natural resistance associated macrophage protein 4
AT3G55230.1 0.8647 0.293804289942712 Disease resistance-responsive (dirigent-likee protein) protein
AT5G40020.1 1.1202 0.360825407950067 Pathogenesis-related thaumatin superfamily protein
AT1G63750.1 1.2229 0.209031413356128 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
WT1G33560.1 13284 0.025341990479541§ADR.1 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family
AT5G22690.1 1.8197 0.0106685101569183 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
AT1G75040.1 [2.8732 0.000?2210628980?:@1{5 pathogenesis-related gene 5

Figura 2. Analise do perfil de expressdo de genes de defesa em plantas selvagens

e T474D por gRT-PCR. (A) RNA foi extraido das folhas e o acumulo dos
transcritos dos genes de defesa quantificado por RT-PCR quantitativo. O gene actina
foi usado como controle endogeno. A barra indica intervalo de confianga baseado no
teste t com p-valor < 0,05. (B) Genes de defesa identificados no sequenciamento de

RNA das linhagens 35S::NIK1-5 e 35S::T474D-4.

Também foi avaliado a variacdo global na expressdo de genes pela
overexpressao de LIMYB, com focus em genes relacionados ao sistema imune da

planta, alocados nas trés categorias funcionais, descritas nos experimentos para
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T474D (Tabela 1, Anexo). Analises de enriquecimento génico dos genes
diferencialmente expressos detectou enriquecimento significativo apenas para genes
down-regulados da categoria de resposta de defesa a patdégenos (Figura 3). Estes
resultados foram validados por RT-PCR quantitativo para uma amostra
representativa de genes, confirmando a ndo indugédo de genes marcadores da via de
acido salicilico e de silenciamento génico (Figure 4).

35 - *

25 4

20 4

15 ® Genes down-regulados

B Genes up-regulados
10 1

o — : H

Resposta de defesad  Respostade defesad  Silenciamento génico

Mimero de genes up e down-regulados

patogenos virne (GO0051607)  indumido por vims
(GO:0042742 + (GO:0000616)
GO:0030832)

Figura 3. Enriquecimento génico (edgeR LIMYB over— WT) de genes de
resposta de defesa a patégenos down-reguladdsTeste estatistico baseado no

Teste Exato de Fisher com p-valor < 0,01.
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Figura 4. Analise do perfil de expressao de genes de defesa em plantas selvagens

e superexpressando LIMyb RNA foi extraido da folha e o acumulo dos transcritos
dos genes de defesa quantificado por RT-PCR quantitativo. O gene actina foi usado
como controle endégeno. A barra indica intervalo de confianca baseado no teste t

com p-valor < 0,05.

O acido salicilico representa um papel central como um sinalizador envolvido
na defesa das plantas contra o ataque de microorganismos, ativando um tipo de
resisténcia conhecida como Resisténcia Sistémica Adquirida (SAR). O mecanismo
da SAR envolve uma cascata de eventos e sinais, 0s quais iniciam-se ho momento da
interacdo planta/patégeno ou do tratamento com fatores abidticos, levando a
alteragcbes no seu metabolismo celular, culminando com a emissao de sinais
moleculares dirigidos para outras partes da planta, atuando de forma inespecifica,
promovendo a redugdo da severidade da doenca. Em resposta a distribuicdo dos
sinais dentro da planta, esta seria induzida a sintetizar genes de defesa, incluindo as
proteinas PR.

Baseado nessas observacgdes, avaliamos se a superexpressao de NIK1 seria
capaz de induzir a expressdo de genes de resisténcia em plantas nocautes para as
principais proteinas conhecidas por participarem da via de inducdo do sistema imune

por SA. O possivel efeito de interacbes negativas de T474D com proteinas chaves na
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via do acido salicilico foi avaliado em protoplastos nocauteadas para as proteinas
SID2, PAD4, EDS5, NPR1 e NDR1. Expressdo de T474D nos referidos mutantes
nao alterou o padrdo de expressdo de uma amostra representativa de genes de
resisténcia, destacados pelo sequenciamento do RNA de linhagem T474D de
Arabidopsis (Figura 5). Estes resultados indicam que NIK ndo estad ligado

geneticamente a via de sinalizacdo de acido salicilico.

20 -
18 -
© 16 -
c
& 12 -
< 10 1
Z 8 -
X 6 -
& 4 - mNIK1
5 ' o
pEFEEREEREEE i AL, ®Genes de resisténcia
o OO aoxLas @)
SOCILSICTERCINTXIRNT
Enasekasesesessyey
\F/ﬁ:ﬁﬁl—:kml—(\\ﬂ—ﬁl—%b:k
E XS eSoo0n S Eeg 8T BT
"C_Q'Q_'ccamgmgg_\co.'gc_s
IV)N
S
(72}

Figura 5. Analise do perfil de expressédo de genes de defesa em protoplasto de
plantas selvagens e nocauteadas para as principais proteinas conhecidas por
participarem da via de inducdo do sistema imune por SARNA foi extraido dos
protoplastos e 0 acumulo dos transcritos dos genes de defesa quantificado por RT-
PCR quantitativo. O gene actina foi usado como controle endégeno. A barra indica

intervalo de confian¢ca baseado no teste t com p-valor < 0,05.

Todas as proteinas citadas apresentam um papel de destaque, seja na inducao
da via do SA, ou como produto desta. Varios estudos evidenciam a importancia de
SID2 (Salicylic acid induction deficient 2), com funcdo de promover a sietese
acumulo do SA (Ward et al., 1991), o que induz uma complexa rede de regulacdo
genética que afeta a sinalizacdo de resisténcia ao ataque de patdgenos, e estimulam
as vias do metabolismo secundario, algumas das quais produzem pequenas moléculas
com atividade antibiotica, como as fitoalexinas. PAD4 (Arabidopsis phytoalexin

deficient 4 é uma das proteinas responsaveis por induzir a sintese de fitoalexinas,
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além de interagir com a lipase EDS (Enhanced disease susceptibility), e atuar
downstream a SA na resisténcia basal (Odjakova e Hadjiivanova, 2001).

Evidéncias na literatura revelaram um papel fundamental para os membros da
subfamilia LRRII-RLK de Arabidopsis como co-receptores para transducéo de sinais
de defesa e desenvolvimento (Chinchilla et al., 2009). De fato, o co-receptor BAK1
tem sido implicado na imunidade viral (Kagrner et al., 2013) e também em respostas
tipicas de defesa, como inducao de genes marcadores de sinalizacao de PTI ou SA. A
extraordinaria similaridade de sequencias entre BAK1 e NIK levantou a
possibilidade de que NIK também fosse capaz de ativar essas respostas
caracteristicas, além da sinalizacao antiviral ja conhecida. Entretanto, nenhum dos
genes analisados foi diferencialmente expresso em todas as amostras utilizadas,
corroborando dados de enriquecimento génico ja mostrados no presente trabalho, que
mostram que a ativagdo constitutiva de NIK1 ndo induziu respostas tipicas de defesa
do SA. Esses resultados sugerem que, provavelmente, que a via de sinalizacdo
mediada por NIK ndo produz um sinal de defesa que culmina na ativacdo de genes

relacionados ao sistema imune de plantas.
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5. ANEXOS

Tabela 1. Analise do enriquecimento génico (edgeR TMM T474D mock 10-dias
WT mock 10 dias and LIMyb overWT).

(edgeR TMM T474D mock 10 dias - WT mock 10 dias)

Processos Bioldgicos v| Total v| Genesdown-regulado:~| P-valor |~ Genes up-regulados  ~| P-valorl~
TAIR (GO database) 30321 3076 4082
Resposta de defesa i patogenos (GO:0042742 + GO:0050832) 508 3l 0.00386012* 185 1.2584e-59%
Resposta de defesa i virus (GO:0051607) 54 6 0.47173 pl 0.9962
Silenciamento génico induzido por virus (GO:0009616) 101 6 0.95083 2 0.9999

edgeR TMM - LIMyh superexpressio - WT

TAIR (GO database) 30321 712 431

Resposta de defesa a patégenos (G0:0042742 + G0:0050832) 501 34 5.86101e-08* 5 0.907354
Resposta de defesa 3 virus (G0:0051607) 54 2 0.363018 0 NA
Silenciamento génico induzido por virus (G0:0009616) 101 0 NA 3 0.216204

*Teste estatistico baseado no Teste Exato de Fisher com p-valor < 0,01.
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Capitulo 2

Interacdo in vivo da proteina NSP (Nuclear shuttle protein) de begomovirus com

um membro da familia t-SNARE.
Resumo -A familia Geminiviridae compreende a segunda familia mais numerosa
entre os virus de plantas. O genoma dos geminivirus consiste em uma ou duas
moléculas circulares de DNA fita simples, e é replicado no ndcleo das células
vegetais através das maquinarias celulares e interacdo com uma grande variedade de
proteinas da planta, reprogramando o ciclo celular das células infectadas para induzir
a replicacdo tanto do DNA viral quanto DNA cromossdmico da planta. O género
Begomovirus constitui o maior grupo dentro da familia, e todos os representantes
deste género possuem genoma composto por um ou dois componentes, denominados
DNA A e DNA B. No DNA A, encontram-se 0s genes codificadores da proteina do
capsideo (CP) e de proteinas envolvidas no processo de replicacdo, como a Rep. No
DNA B, estdo presentes os genes das proteinas relacionadas a movimento, MP e
NSP. A proteina NSP possibilita a movimentacdo do DNA viral entre o nucleo e o
citoplasma da célula vegetal, enquanto MP ¢é responsavel pelo transporte do
complexo viral NSP-DNA célula a célula através dos plasmodesmos e também a
longa distancia via floema. Por desempenhar uma funcao importante no transporte do
DNA viral, & bastante provavel que NSP interaja com outras proteinas do hospedeiro
em diversas regides celulares. O principal objetivo dessa investifpag¢dentificar
proteinas de plantas que interagem com proteinas,vaig@s dacaracterizacao
bioguimica e funcional dessas proteinas. Com a finalidade de identificar alvos
celulares para a proteina NSP, foi realizada uma triagem de proteinas candidatas,
utilizando um microarranjo de proteinas expressas a partir de 12000 cDNAs de
Arabidopsis. Este escrutinio de espectro gendmico permitiu a identificacdo de uma
proteina com caracteristicas de uma t-SNARE, codificada pelo locus At4g30240,
cuja interacdo com NSP foi confirmada pelo ensaio de duplo hibrido em levedura.
Foi também avaliada a interagdo in vivo entre NSP e At4g30240, pelo ensaio de
complementacgéo de fluorescéncia bimolecular (BiFC), no qual a reconstituicdo da
fluorescéncia da proteina quimérica ocorreu ha membrana e no citoplasma. A fim de
determinar a localizacdo subcelular de At4g30240, foi realizado o ensaio de
expressdo transiente, que demonstrou a presenca da proteina em VArios

compartimentos celulares, sugerindo que At4g30240 estd amplamente distribuida na
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célula. Tais resultados indicam que At4g30240 interage com NSP, e pode mediar ou

mesmo facilitar o transporte dessa proteina entre compartimentos celulares.
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1. INTRODUCAO

A familia Geminiviridae, que recebe este nome por ser composta por virus
icosaédricos geminados, causa doencas em Varias culturas agricolas importantes,
como tomate, milho, feijao e algodao, levando a prejuizos substanciais no mundo
todo, em razdo da perda das safras. A incidéncia e severidade das doencas causadas
por geminivirus aumentou muito nos ultimos 20 anos (Mansoor et al., 2006; Navas-
Castillo et al., 2011), em decorréncia dos elevados niveis de mutacdo, recombinacao
e rearranjos que ocorrem nos genomas virais, aumentando assim a diversidade dessa
familia (Harkins et al., 2009; Martin et al.,, 2011; Lima et al.,, 2012). O
desenvolvimento de resisténcia a inseticidas e a evolucdo de novos bi6tipos de
vetores, em particular moscas brancas, permitiram aos geminivirus invadir novas
regibes, além de reunir novas combinacdes de virus em doencas bastante complexas,
representando grandes ameacas a seguranca da agricultura mundial (Lefeuvre et al.,
2010; Tahir et al., 2011; De Bruyn et al., 2012).

O genoma dos geminivirus consiste em uma ou duas moléculas circulares de
DNA fita simples (ssDNA), e é replicado no nudcleo das células vegetais. Para que
ocorra 0 processo de replicacdo, eles dependem das maquinarias celulares e
interagem com uma grande variedade de proteinas da planta durante o processo de
infeccdo, reprogramando o ciclo celular das células infectadas para induzir a
replicacdo tanto do DNA viral quanto DNA cromossémico da planta. Além disso, os
geminivirus também séo capazes de alterar padrées de expresséo génica, inibir vias
de morte celular, alterar o trafego de macromoléculas, e interferir na sinalizacao
celular e turnover de proteinas para redirecionar ou bloquear as defesas do
hospedeiro e sinalizagdo hormonal (Hanley-Bowdoin et al., 2013).

Os geminivirus compreendem a segunda familia mais numerosa entre 0s virus
de plantas, superada apenas pela familia Potyviridae (Berger et al., 2005). Séo
classificados pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus em sete géneros
(Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Becurtovirus, Eragrovirus, Topocuvirus e
Turncurtovirus), distinguidos de acordo com a estrutura do genoma (monopartido ou
bipartido), inseto vetor (mosca branca ou cigarrinha), planta hospedeira
(monocotileddnia ou dicotileddnia) e origem filogenética (Brown et al.,)2012

O género Begomovirus constitui 0 maior grupo dentro da familia

Geminiviridae, e também o mais bem descrito pela literatura, devido a sua
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importancia econdmica por causar doencas em culturas diversas como feijao,
mandioca, milho e tomate (Moriones e Navas-Castillo, 2000). Todos os
representantes deste género possuem genoma composto por um ou dois
componentes, denominados DNA A e DNA B. DNA A contém seis ORFs, em
sentido viral ou complementar, que codificam cinco genes envolvidos em
mecanismos de replicacdo (Rep e Ren), ativacao da transcricéo (TrAP), encapsidacao
(CP), e supresséo de funcdes de defesa por RNA de interferéncia (TrAP e AC4)
(Timmermans et al., 1994; Vanitharani et al., 2005). No sentido viral, encontra-se o
gene que codifica a proteina CP (coat protein, AV1), componente do capsideo viral
e, portanto, responsavel pela transmissao viral e especificidade do inseto vetor. Os
genes que codificam as quatro proteinas restantes, Rep, Ren, TrAP e AC4,
localizam-se no sentido complementar de leitura e dentre as quais se destaca Rep
(replication-associated protein, AC1), a Unica proteina essencial para o processo de
replicacdo do DNA viral (Elmer et al., 1998; Fontes et al., 1994).

O DNA B contém duas ORFs, que codificam os genes NSP (nuclear shuttle
protein, BV1) no sentido viral, e MP (moviment protein, BC1l) no sentido
complementar (Hanley-Bowdoin et al., 1999). A proteina NSP possibilita a
movimentacdo do DNA viral entre o nucleo e o citoplasma da célula vegetal,
enquanto MP é responsavel pelo transporte do complexo viral NSP-DNA célula a
célula através dos plasmodesmos e também a longa distancia via floema (Rojas et al.,
2005; Zhou et al., 2011).

A infeccdo por begomovirus se inicia quando uma mosca branca que
transporta o virus se alimenta da seiva através do floema de uma folha saudavel, e os
transmite para as células por associacdo com o floema. Ja na célula, o ssDNA viral é
libertado do virus e é replicado pela DNA polimerase, que sintetiza a fita
complementar com oligonucleotideos de RNA (Saunders e Stanley, 1992; Danson et
al., 1984). O cDNA é transcrito pela RNA polimerase Il do hospedeiro, permitindo a
producédo da proteina Rep, que entdo inicia a replicagdo viral circulo-rolante (Jeske et
al., 2001). DNAs circulares recém-sintetizados podem ser convertidos em dsDNA
para entrar novamente no ciclo de replicacdo ou podem ser encapsulados apés a
proteina CP ser sintetizada. A infeccdo € propagada no interior da planta pelo
movimento do DNA viral para fora do nudcleo para a proxima célula ou para o
floema, através da acdo das proteinas virais de movimento, NSP e MP (Noueiry et
al., 2001; Sanderfoot e Lazarowitz et al., 2011).
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O transporte do DNA viral tem inicio quando NSP interage @bistona H3,
levantando a possibilidade de que o material genético se move como um
minicromossomo (Zhou et al., 2011). Acredita-se que o dsDNA é empacotado em
nucleossomos e esse grau de compactacdo aumenta quando se liga a NSP, através da
cauda amino-terminal de H3 (Zhou et al., 2011). A compactacdo pode ser
aumentada, ainda, por meio da supressao de acetilacdo das histonas por AtNSI, uma
acetiltransferase de Arabidopsis thaliana inibida por NSP (Carvalho et al., 2006). H3
também interage com MP e foi detectada em plasmodesmos de células infectadas,
sugerindo que o movimento de DNA viral entre as células oear@ssociacdo com
nucleossomos (Zhou et al., 2011).

Uma GTPase, denominada NIG (NSP-interacting GTPase), associada ao
exterior do envelope nuclear facilita o transito de NSP para o citosol (Carvalho et al.,
2008). O complexo NSP-DNA interage com MP, e através de um mecanismo que
envolve uma hidrolise catalisada por NIG, o complexo MP-DNA move-se para a
periferia da célula (Carvalho et al., 2008). Finalmente o virus move-se para as
células vizinhas através dos plasmodesmos e para o floema, onde é transportado a
longa distancia, até a aquisicdo do virus pelo vetor, o que corresponde a Ultima etapa
do ciclo (Martin et al., 2011).

A proteina NIK (NSP-interacting kinase) € um receptor transmembrana
serina/treonina cinase, anteriormente isolado em plantas de tomate e soja, pela sua
capacidade de interagir com a proteina NSP de begomovirus. Além disso, homologos
desse receptor em Arabidopsis thaliana também mostraram capacidade de interagir
com NSPs, demonstrando que a interagdo com NIKs é conservada entre NSPs de
begomovirus (Fontes et al., 2004). Por desempenhar uma funcdo importante no
transporte do DNA viral, € bastante provavel que NSP interaja com outras proteinas
do hospedeiro em diversas regides celulares.

A resisténcia de plantas a geminivirus vem sendo explorada através da
utilizagé@o de biotecnologia, a fim de se obter culturas resistentes ou mais tolerantes a
infecc@o por geminivirus (Shepherd et al., 2010). Porém, para se obter uma planta
geneticamente modificada resistente a geminivirus, € necessario, primeiramente,
conhecer as vias de sinalizacao pelas quais estes virus interagem com o hospedeiro,
identificando componentes moleculares e interagcdes chave da via de defesa cuja
manipulacéo possa comprometer o estabelecimento da infec¢éo viral (Vandershuren
et al., 2007).

35



O principal objetivo dessa investigactm identificar proteinas de plantas
que interagem com proteinas viragsém dacaracterizacdo bioquimica e funcional
dessas proteinas. Estes conhecimentos constituem etapas de fundamental importancia
para a elucidacdo do mecanismo de infeccéo Wiesth como para a estruturacd® d
um modelo de interagdo planta/patdgeno, possibilitando o estabelecimento de
estratégias de resisténcia, através da engenharia genética de plantas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencéo das construcdes de DNA.

Os cDNAs de At4g30240 e NSP foram isolado mediante amplificacdo via
PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para estes genes, At4g30240-Fwd e
At49g30240St-Rvs ou At4g30240Ns-Rvs, e para NSP-Fwd e NSPSt-Rvs ou NSPNs-
Rvs, respectivamente (Tabela 1). Os produtos obtidos foram submetidos a uma
segunda reacdo de amplificacédo utilizando oligonucleotideos contendo extensdes de
recombinacao para clonagem através do sistema Gateway (Invitrogen) AttB1-Fwd e
AttB1-Rvs, e clonados, por recombinagéo, nos vetores de entrada (pDONR201 e
pDONR207) com (St) ou sem (Ns) cédon de terminacdo de traducdo. Os clones
resultantes foram  At4g30240St-pDONR201 pUFV2134, At4g30240Ns-
pDONR201 (pUFV2135), At4g30240St-pDONR207 (pUFV2236), At4g30240Ns-
pDONR207 (pUFV2237), NSF-pDONR207 (pUFV924), NSRs-pDONR207
(PUFV925. Em seguida, os insertos dos clones de entrada foram transferidos, por
recombinacado, para os vetores de expressao em levedura (pDEST22 e pDEST32) e
em plantas (pK7FWG2, pSPYNEGW e pSPYCEGW). Nos clones resultantes
At4g30240St-pDEST22 (pUFV2142), At4g30240St-pDEST32 (pUFV2141), NSPSt-
pDEST22 e NSPSt-pDEST32 (Fontes et al.,, 2004) de expressdo em leveduras,
At4930240 e NSP estédo fusionados ao dominio de ligacdo (pDEST22) ou de ativagao
(pDEST32) de GALA4. O clone resultante At4g30240Ns-pK7FWG2 (pUFV2436) de
expressdo em plantas contém o cDNA de At4g30240 com GFP fusionado no seu
carboxi terminal, sob o controle do promotor 35S. Nos clones resultantes
At4g30240NsSPY-NE-GW (pUFV2238), At4g30240NSPY-CE-GW, NSHNs
SPY-NE-GW (pUFV1654 e NSPNs-SPY-CE-GW (pUFV1655), os cDNAs de
At4g30240 e NSP estao ligados, respectivamente, ao dominio N-terminal (NE) ou ao

dominio C-terminal (CE) de YFP, sob controle do promotor 35S.
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados em reacéo de gRT-PCR.

Primer Sequéncia 53 Gene

At4930240 Fwd AAAAAGCAGGCTTCACAATGATGGTAGCGAATAG At4930240

At4g30240NS Rvs AGAAAGCTGGGTCAGTTCTCAAGATGAATAATAG At4930240

At4g30240 Rvs AGAAAGCTGGGTCTTAAGTTCTCAAGATGAATAA At4g30240
AttB1 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAAGCAGGCT Clonagem
Gateway
AttB2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT Clonagem
Gateway
3397 Fwd TCGCGTTAACGCTAGCATGGATC pDONR201 e 207
3398 Rvs TGTAACATCAGAGATTTTGAGACAC pDONR201 e 207
DEST32 Fwd AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG pDEST32
DEST22 Fwd TATAACGCGTTTGGAATCACT pDEST22
DEST22 Rvs AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC pDEST22
4799 Rvs CGCCCTCGCCCTCGCCGGACAC GFP
MC36 Fwd TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC 35S
NSP Fwd AAAAAGCAGGCTTCACAATGTATCCTACAAAGTT NSP
NSP-Ns Rvs AGAAAGCTGGGTCACCTAAATAATCAAGATC NSP

2.2. Localizacdo subcelular e microscopia confocal.

A expressao transiente de genes de interesse foi mediada por Agrobacterium
tumefaciens estirpe GV3101 em folhas de Nicotiana benthamiana por
agroinoculacdo. As culturas carreando a construcao At4g30240-pK7FWG2 foram
crescidas em meio Rhizo, contendo os antibiéticos adequados, a 28°C por 16 horas.
Posteriormente, as células foram centrifugadas a 2500 x g por 5 minutos e lavadas
duas vezes com tampéao de infiltragdo (MgCOMm, MES 10mM, ph 5,6 e
acetoceringona 1QM) e diluidas em tampéao de infiltracdo para uma £§oR+=0,2.
Utilizando seringas estéreis sem agulha, folhas jovens de N. benthamiana foram

infiltradas, por meio de uma leve pressao atraves dos estdmatos da epiderme inferior.
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A expressdo das proteinas foi verificada por microscopia de varredura a laser
confocal (LSM 510 META invertido- ZEISS), trés dias ap0s a agroinoculacgéo,
utilizando o laser de argbénio. As imagens foram processadas com auxilio do software
“LSM Image Browser 4” (ZEISS).

2.3. Ensaio de Duplo-Hibrido em leveduras.

Células de levedura Saccharomyces cerevisae, estirpe AH109 (MATa, Trpl-
901, leu2-3, 112, wura3-52, hig€BoH, galdA, LYS2::GALI/UAS-10
GAL1/TATAHIS3, MEL1 GAL2UAS-GALTATA::MELUAS-MEL1TATA-lacZ),
deficiente na producdo de triptofano, leucina e uracila e que contém os genes
reporteres LacZ e HIS3, foram crescidas em 5 mL de meio YPD-A por 16 horas
(O0.D.600nm= 0.5-1.0). As células foram entdo centrifugadas a 3000x g por 4
minutos e lavadas com 1 mL de 4gua deionizada e, em seguida, ressuspensas em 1
mL de Acetato de litio 100 mM. Apds nova centrifugacdo, procedeu-se a
cotransformacao das células com os DNAs plasmidiais utilizando-se o método de
transformacdo com acetato de litio/polietilenoglicol (PEG). Para cada transformacéo,
foram adicionados as células 240 pL de polietilenoglicol 50% (p/v; PEG, MW 3350),
36 uL de acetato de litio 1 M, 25 pLL de ssDNA 2 pg/uL e 50 puL de solucao contendo
entre 25 pg de cada uma das construgdes de interesse.

As leveduras reporteres foram cotransformadas com as construcdes pAD-
NSP + pBD- At4g30240 ou pBD-NSP + pA&t4g30240, além de seus devidos
controles. As células foram entdo homogeneizadas e incubadas, inicialmente a 30°C
por 30 minutos, e, em seguida, a 42°C por 25 minutos. Apés a centrifugacédo a 6000 x
g por 15 segundos, as células foram lavadas com 1 mL de agua deionizada,
plagueadas em meio seletivo e mantidas a 28°C por trés dias. Para a sele¢do dos
duplcs transformantes, as células foram plagueadas em meio deficiente em leucina e
triptofano (SD, Synthetic Dropout, -Leu, -Trp). Para a deteccdo da interagcdo entre
proteinas, as células transformadas foram plagueadas em meio seletivo com
deficiéncia em leucina, triptofano e histidina (SD, Synthetic Dropout, -Leu, -Trp, -
His) e em meio com deficiéncia dos mesmos aminoacidos, porém suplementado com
2.5,5e 10 mM de 3AT (3-Amino-1,2,4-triazole; Sigma).

2.4. Ensaio de Complementacao de Fluorescéncia Bimolecular (BiFC).
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O ensaio de BIFC foi realizado utilizando folhas de N. benthamiana
agroinfiltradas com tampao de infiltracdo (Mg@iOMm, MES 10mM, ph 5,6 e
acetoceringona 1@M) para O.Dsoonn=l, COm as seguintes combinacdes de

plasmideos:

1. pSPYNE-At4g30240 + pSPYCE-NSP
2. pSPYCE-At4g30240 + pSPYNE-NSP
3. pPSPYNE-At4g30240 + pSPYCE

4. pPSPYNE-NSP + pSPYCE

5. pSPYCE-At4g30240 + pSPYNE

6. pPSPYCE-NSP + pSPYNE

Fragmentos das folhas foram analisados em microscopia confocal (LSM 510
META invertido — ZEISS), trés dias apds a agroinoculacéo, utilizando o laser de
argonio, com fluorescéncia do YFP avaliada com excitacdo a 514nm e emisséo a
560nm As imagens foram processadas com auxilio do software “LSM Image

Browser 4” (ZEISS).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O interactoma de Arabdopsis tem identificado uma série de interagfes entre
proteinas que participam do sistema de resposta de defesa das plantas. Com a
finalidade de identificar alvos celulares para a proteina NSP, foi realizada uma
triagem de proteinas candidatas, utilizando um microarranjo de proteinas expressas
in situ a partir de cDNA de A thaliana (M. L. Dal-Bianco, comunicagao pessoal).
Dentre as possiveis interagdes positivas, foi identificada a proteina codificada pelo
locus At4g30240, cuja interacdo com NSP foi confirmada pelo ensaio de duplo
hibrido em levedura (Figura 1). Co-expressao das proteinas recombinantes BD-NSP
e AD-At4g30240 promoveu o crescimento das leveduras transformadas em meio
seletivo, suplementado com 3AT 2.5 mM. Em contraste, adicdo de 3AT ao meio
seletivo inibiu o crescimento das leveduras transformadas com o0s controles,
confirmando a especificidade da interacdo entre NSP e At4g30240. A alternancia
das fusGes de NSP e At4g30240 com o dominio de ligacdo (BD) e de ativacdo (AD)
de Gal4 inibiu o crescimento de leveduras co-transformadas na presenca de 3AT, o
que provavelmente indica que as interagdes sdo sensiveis a orientacao das fusdes nas
proteinas ligantes. O locus At4g30240 codifica uma proteina de funcdo ainda
desconhecida, de 300 residuos de aminoacidos, com massa molecular predita de
34416.4 Da, com caracteristicas de uma sintaxina, pertencente a familia das t-
SNARE.

Proteinas SNARE desempenham papel importante na formacao, trafego e
fusdo de vesiculas, acoplando-as aos seus receptores especificos. SNAREs sao
classificadas de acordo com sua localizacao e funcdo, em v-SNARESs e t-SNAREsS,
que estdo localizadas na membrana da vesicula ou na membrana-alvo,
respectivamente (Janh e Sudhof, 1999). Acredita-se que v-SNAREs, com a ajuda de
pequenas GTPases, interagem com diversas t-SNARES localizadas exclusivamente
no compartimento do receptor (Fukuda et al., 2000). A interacdo da v-SNARE com
t-SNAREs especificas garante acuracia e especificidade a proteina alvo. Esta
interacdo estabelece um complexo vesicula/receptor, que permite a fusdo das duas
membranas, entregando a proteina transportada pela vesicula para o compartimento
alvo (Jahn e Sudhof, 1999). O complexo v-SNARE/t-SNARE é desmontado apos a
fusdo das membras@ as SNAREs tornam-se, entdo, disponiveis para o proximo

ciclo do trafego.
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Figura 1. A proteina At4g30240 interage com NSP em leveduraeveduras co-
trasnformadas com AD-At4g30240 e BD-NSP apresentam prototrofia a histidina.
Células de levedura expressando as proteinas recombinantes indicadas foram
avaliadas quanto a sua prototrofia a histidina, sendo plaqueadas em meio seletivo
deficiente dos aminoé&cidos leucina, triptofano e histidina, suplementado com 2,5
mM de 3AT.

A interacdo in vivo entre NSP e At4g30240 também foi avaliada pelo ensaio
de complementacéo de fluorescéncia bimolecular (BiFC) (Figura 2). Inicialmente, as
proteinas NSP e At4g30240 foram fusionadas as por¢des N-terminal e C-terminal
nao fluorescente da proteina amarela fluorescente YFP. Culturas de Agrobacterium
tumefaciens, estirpe GV3101, carreando as combinagbes das construcdes, foram
agroinoculadas em folhas de N. benthamiana. Ap6s 72 h, fragmentos das folhas
infiltradas foram analisados em microscopia confocal. A fluorescéncia emitida por
YFP foi reconstituida no citoplasma e membrana das células coexpressando NSP-
SPYNE e At4g30240-SPYCE (Figura 2A), bem como em folhas coexpressando
NSP-SPYCE e At49g30240-SPYNE (Figura 2B). Nenhuma fluorescéncia foi
detectada quando NSP e At4g30240 foram coinfiltradas com o vetor complementar
vazio (Figuras 2C e 2D), demonstrado a especificidade das interacdes detectadas in

Vivo.
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Devido a sua funcéo no transporte intracelular do DNA viral, prevé-se que
NSP associe extensivamente com a maquinaria de transporte intracelular de células
hospedeiras com sitios de reconhecimento em todos os compartimentos celulares. Ja
foi demonstrado que NSP interage com NIG (NSP-Interacting GTPase), no
citoplasma, para facilitar a liberacdo do complexo DNA-proteina no citoplasma
(Carvalho et al., 2008). A proteina NIG possui atividade GTPase intrinseca, uma
caracteristica comum de proteinas regulatérias envolvidas no trafego de proteinas
(Carvalho et al., 2008b). Também foi relatado que proteinas com atividade GTPase
interagem com t-SNARES durante o transporte de proteinas até o compartimento
alvo. Interligando essas informacdes e os resultados demonstrados, sugere-se que a t-
SNARE At4g30240 interaja com NSP, mediando ou mesmo facilitando o transporte

dessa proteina entre compartimentos celulares.
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Figura 2. A interacdo entre NSP e At4g30240 ocorre na membrana plasmatica e

no citoplasma. Fragmentos nao fluorescentes da proteina YFP, NE e CE, foram
fusionados a NSP e At4g30240. Diferentes combina¢cdes de construcdes, conforme
indicado, foram agroinfiltradas em folhas de N. benthamiana e analisadas por

microscopia confocal, 72h apos inoculacéo. As barras equivalepma 10

A fim de determinar a localizacdo subcelular de At4g30240, foi realizado o
ensaio de expressao transiente, mediado por A tumefaciens, em células epidérmicas
de folha de N. benthamiana. A proteina At4g30240 foi fusionada a GFP e sua
localizacédo foi analisada por microscopia confocal. A fluorescéncia emitida pela
proteina quimérica apresentou-se em varios compartimentos celulares (Figura 3A),
inclusive no nucleo, e exceto no nucléolo (Figura 3B).

Se as SNAREs atuam em diversos processos de transporte e fusdo celular,
essas proteinas sdo amplamente distribuidas nas células, estando presentes em varios
compartimentos intracelulares. Ainda, andlises de sequéncias revelaram que todas as
SNARES partilham um dominio de 60 aminoacidos, que é referida como o motivo
SNARE. O motivo SNARE € a caracteristica definidora de todas as SNARES e
também é funcionalmente importante porque medeia a associacdo dessas proteinas
em complexos no nucleo (Pizarro e Norambuena, 2014). Além disso, outras
proteinas de Arabidopsis, também caracterizadas como t-SNARES, como At1g27700
e At2g18860, também foram encontradas no nucleo (The Arabidopsis Information
Resource, TAIR). Em conjunto, todos os dados validam o resultado encontrado no
ensaio de localizagdo, sugerindo que At4g30240 estd amplamente distribuida na

célula.
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Figura 3. Localizagéo subcelular de At4g30240 em folhas de N. benthamiana.

(A) GFP-At4g30240 localiza em varias regides das células de folhas de N.

benthamiana transfectadas. Folhas de N. benthamiana foram infiltradas com A
tumefaciens carreando a construcdo At4g30240-GFP e a localizagdo da proteina
recombinante analisada por microscopia confocal. (B) Localizagcdo nuclear da

At4930240-GFP em células de folhas de N. benthamiana. As barras equivalem a

10um.

A caracterizacdo bioquimica e funcional de proteinas da planta hospedeira
que interagem com proteinas virais € de fundamental importancia para o
entendimento do mecanismo de infec¢éo viral, bem como para a estruturacédo de um
modelo de interagdo planta/patdgeno, possibilitando o estabelecimento de estratégias
de resisténcia, através da engenharia genética de plantas. As informacdes obtidas
neste trabalho sugerem que a funcdo de At4g30240 na interagdo com NSP esta
relacionada ao movimento da proteina viral entre regides celulares. Sabemos que a
propagacédo da infeccdo na planta é devido ao movimento do DNA viral entre regides

celulares e entre células, e por isso, entender como esse movimento ocorre e quais
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proteinas da planta estdo envolvidas nesse processo € essencial para desvender os
mecanismos de infec¢do. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para auxiliar na

elucidacao da funcéo dessa proteina, e das bases moleculares na interacdo com NSP.
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