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RESUMO: O locus Si3 é relacionado com as reacGes de defesa contra Hemileia vastatrix, o agente causador da
ferrugem alaranjada. Ha um “cluster” de genes CC-NBS-LRR no locus Sy3 da variedade IAPARS9 de Coffea arabica.
Esse “cluster” retine oito copias de CC-NBS-LRRs, que variam na sua estrutura primaria, especialmente na regido
carboxi-terminal onde sdo localizados motivos ricos em leucina. Esses motivos LRR sdo caracteristicos de proteinas
que participam do reconhecimento de patégenos pelas plantas. Os “clusters” homologos na variedade Caturra e em um
cafeeiro de origem etiope da espécie C. arabica, em C. canephora DH200-94 e em C. eugenioides CCC68 foram
identificados. A variabilidade das regides codificadoras incluidas no “cluster” Sy3 foi avaliada alinhando com o
aplicativo CLUSTAW e agrupando pelo método de Fitsh-Margoliash as sequéncias da regido carboxi-terminal dos
peptideos deduzidos de todas as copias de NBS-LRRs codificadas em “clusters” homologos naqueles quatro gendtipos e
também previamente analisadas em IAPARS59 e em C. canephora IF200. Concluiu-se que ha divergéncia entre as
sequéncias dos dominios LRR de diferentes membros dos “clusters” em diferentes gendtipos, o que pode ser
parcialmente resultante dos processos de sequenciamento e montagem, mas que também resulta de evolugdo e selecdo.
Também hé diferenca no nimero de cépias do gene em diferentes genotipos. Consideramos a hipotese de que o nimero,
a organizagdo, a integridade e a estrutura primaria dos genes nos “clusters” Sy3 podem estar relacionados com o
mecanismo de reconhecimento das racas fisiologicas de H. vastatrix por diferentes variedades de cafeeiros.

PALAVRAS-CHAVE: doenga do cafeeiro, polimorfismo estrutural, isoformas protéicas.

LRR DOMAIN VARIABILITY FOR PEPTIDES ENCODED IN GENE CLUSTERS
HOMOLOGOUS TO THE Su3 IN DIFFERENT Coffea GENOMES.

ABSTRACT: The Su3 locus is involved in the resistance to H. vastatrix, which causes the leaf rust disease. There is a
cluster of CC-NBS-LRR genes which are encoded in the Sy3 locus of Coffea arabica cv. IAPARS9. In IAPARS9 the
cluster is composed by eight copies of the gene, which display variations in the primary structure, specially at the
carboxy-terminal region, where leucine rich repeats are concentrated. These LRR motives are characteristic of proteins
enrolled in the plant-pathogen recognition mechanisms. The homologous clusters were identified in recently sequenced
C. arabica cv. Caturra and in a coffee plant native to Ethiopia, in C. canephora DH200-94 and in C. eugenioides
CCC68 genomes. The variability in the carboxy-terminal region of the polypeptides deduced from the genes encoded in
the Sy3 clusters of these four genotypes and those previously analyzed that are encoded in the IAPAR59 and in the C.
canephora 1F200 homologous clusters was evaluated by aligning the amino acid sequences with CLUSTAW and
grouping them by the Fitsch-Margoliash method. It was concluded that some of the diversity observed in the LRR
domains of different cluster members is due to the processes of sequencing and assembling the genomes, but there is
diversity resultant from evolution and selection as well. There are differences regarding the gene copy numbers in
different genotypes as well. We are considering the hypothesis that the number, the organization, the integrity and the
primary structure of the genes in the Sy3 clusters can be related to the recognition of H. vastatrix physiological races by
the different coffee plant varieties.

KEY WORDS: coffee disease, structural polymorphism, protein isoforms.
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INTRODUCAO

A ferrugem alaranjada é uma das principais doengas do cafeeiro arabica, reduzindo produtividade devido a desfolha das
plantas e morte de ramos (Matiello et al. 2016; Zambolim 2016). O agente patogénico causador da doenca é o fungo
Hemileia vastatrix e o conhecimento das reacBes de interacdo desse fungo com os cafeeiros tem avangado
constantemente (Barka et al., 2017).

O locus SH3 da cultivar IAPAR59 foi clonado e sequenciado por Ribas et al. (2011). E uma regido que tem cerca de
250 kb onde um “cluster” com oito genes de resisténcia foi localizado, estando cinco deles no complemento oriundo de
C. eugenioides e trés no complemento oriundo de C. canephora. No genoma de C. canephora o cluster homélogo é
composto por quatro genes de resisténcia. Cada um dos genes de resisténcia que compdem o “cluster” codifica uma
proteina do tipo CC-NBS-LRR (Ribas et al., 2011).

As proteinas dessa familia sdo reconhecidas participantes das reacdes de defesas do tipo “gene a gene” ou,
alternativamente, do tipo “gene de guarda”, em diversas espécies vegetais. No primeiro modelo de rea¢do de defesa, ha
interacdo direta entre a proteina R de defesa da planta e um efetor Avr especifico de cada raca do patdgeno. No segundo
modelo, a proteina de defesa interage com outras proteinas da planta que sdo expressas como reacgdo a infeccao pelo
fungo. As CC-NBS-LRRs sdo assim denominadas porque apresentam um dominio “coiled-coil” (CC), um dominio
central de ligacdo a nucleotideos (“nucleotide binding sequence” NBS) ¢ um dominio carboxi-terminal que contém
motivos ricos em leucina, denominados LRR para “leucine rich repeats”, em nimero variavel. Esse Gltimo dominio é o
que apresenta maior variabilidade de estrutura primaria e é também o dominio que interage e reconhece os efetores dos
patégenos ou outras proteinas da célula que sdo expressas durante as reacfes de defesa. O histérico de duplicacdes,
“crossing over” desigual, recombinagdo ectopica, conversdo génica e diversificagdo induzida por selecdo que
acompanha as CC-NBS-LRRs é atribuido a necessidade de interagir com patégenos que tém ciclo de vida reduzido e
grande capacidade de produzir Avrs alternativos (Nepal et al., 2017).

Para o presente trabalho, “clusters” homologos ao Sy3 identificado por Ribas et al. (2011), que contém as regides
codificadoras das CC-NBS-LRR incluindo o pequeno intron presente em cada uma das copias, foram identificados nos
genomas de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides sequenciados recentemente. As combinacdes das variantes
estruturais dos genes incluidos especificamente nesse “cluster” apresentam potencial para explicar parte das reacdes de
defesa das diferentes variedades de C. arabica contra diferentes racas de H. vastatrix. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a diversidade da estrutura primaria do dominio LRR das CC-NBS-LRR codificadas nos genomas de Coffea
sequenciados, em “clusters” homologos ao que foi denominado Sy3 em IAPARS9.

MATERIAL E METODOS

As sequéncias de nucleotideos, incluindo os introns, que codificam os polipeptideos publicados por Ribas et al. (2011)
foram utilizadas para buscar os homologos nos genomas de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides. A partir das
sequéncias de DNA gendmico recuperadas, foram deduzidos os peptideos codificados pela regido carboxi-terminal (596
residuos de aminoacidos da regido carboxi-terminal, incluindo o dominio LRR) de cada copia dos genes codificadores
de CC-NBS-LRRs encontrada nos “clusters” Sy3 dos diferentes genomas. Essas regides foram alinhadas e agrupadas
utilizando o algoritimo de Fitch-Margoliash (taxa de substituicdo livre ao longo de toda a sequéncia; version 3.5c,
Phylogeny Inference Package — PHYLIP, http://fevolution.gs.washington.edu/phylip.html) incluido no aplicativo
BIOEDIT v.7.2.6 (Hall, 1999)]. Os bioprojetos consultados no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) foram C. arabica cv.
Caturra vermelho, PRINA 497895 sequéncias referéncia e ndo referéncia; C. eugenioides acesso CCC68 do Cenicafé,
Colémbia, PRINA 508372 e PRINA 497891 sequéncias referéncia e nao referéncia; C. canephora diaploide DH200-94
IRD Franca, PRJEB 4211. As sequéncias desse mesmo gendtipo de C. canephora depositadas no Coffee Hub
(www.coffeehub.org) também foram acessadas. E por fim, foram acessadas sequéncias do genoma de um individuo de
C. arabica, oriundo de uma populagdo natural da Etiopia, mantido ex situ no Instituto Agrondmico do Parand — IAPAR
— Londrina (CaOE, sequéncias nao publicadas). A codificagdo dessas sequéncias no presente trabalho é: ARA para
sequéncias de C. arabica, depositadas no NCBI pela John Hopkins University, classificadas como “reference
sequences” (RF) ou ndo. ARANP para CaOE, C. arabica de origem etiope. CAN para sequéncias de C. canephora,
depositadas no NCBI ou Coffee Hub (HUB). EU para sequéncias de C. eugenioides, depositadas no NCBI pela John
Hopkins University, classificadas como “reference sequences” (RF) ou ndo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os genomas acessados, a regido homodloga ao “clusters” SH3 de C. arabica cv. IAPAR59 sequenciada por
Ribas et al. (2011) foi localizada nos cromossomos de nimero 3. Diferentes nimeros de cOpias dos genes codificando
proteinas CC-NBS-LRR foram encontrados em “clusters” homélogos nos diferentes genomas.
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Em C. arabica de origem etiope (CaOE) foi observada, o “cluster” apresenta organizagdo semelhante a registrada para a
cultivar IAPAR59, com auséncia de uma das trés cdpias do gene codificador de CC-NBS-LRR no complemento
oriundo de C. canephora e de uma das cinco c6pias no complemento C. eugenioides (Fig. 1). Portanto, o “cluster” em
CaOE é formado por duas regides codificadoras de CC-NBS-LRR no complemento oriundo de C. canephora (A®) e
quatro regides codificadoras no complemento oriundo de C. eugenioides (A%), todas nos cromossomos 3. Observou-se
preservagdo da orientacdo das copias do gene, o niimero e o tamanho dos espacadores de 27,3 kb em A®e 168,4, 14,8 ¢
26,9 kb em AF, muito semelhantes em CaOE e na cv. IAPARS9. A estrutura de cada copia do gene inserida no “cluster”
também é bastante preservada, com o exon 1 variando de 1040 a 1045 pb, introns em torno de 250 pb e o exon 2
apresentando entre 1773 e 1795 pb. Uma das cépias do gene, ARANP5 (Fig. 1, seta 5) no complemento AF em CaOE,
tem, aparentemente, um cddon de terminacdo precoce e pode ser um pseudogene.
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Figura 1. Organizacdo do “cluster” de genes de resisténcia homologo ao Sy3 em C. arabica de origem etiope (CaOE).
As setas pretas indicam a orientacdo e a localizagdo de cada uma das seis copias de regides codificadoras de CC-NBS-
LRR que compdem o “cluster”. As setas vermelhas indicam a posicdo das cOpias do gene que foram observados na
cultivar IAPAR59 mas estdo ausentes do genoma sequenciado e ainda ndo publicado de CaOE. Os ndmeros nas
extremidades da figura indicam pares de base. A® = cromossomo 3 do complemento oriundo de C. canephora. AF =
cromossomo 3 do complemento oriundo de C. eugenioides. A representacdo ndo estd em escala e portanto as posi¢des
sdo aproximadas.

No cromossomo 3 de C. eugenioides, foram encontradas quatro copias do gene e espacadores de 219, 15 e 16 kb,
aproximadamente. Em C. canephora, foram encontradas quatro cdpias no cromossomo 3, espagadas por 226, 16 e 11
kb. Em cada um desses dois Ultimos gendtipos, uma copia isolada do gene foi localizada nos cromossomos 6, fora do
“cluster” onde as demais coOpias se organizaram. Essas copias “extras” precisam ser analisadas com mais cuidado para
averiguar se sdo copias expressas ou pseudogenes sem promotores. Em C. arabica cv. Caturra foram encontradas quatro
copias do gene, com espagadores de 7,5, 182 e 19 kb entre copias, todas no complemento gendmico oriundo de C.
canephora. Uma das quatro cépias (ARAJH4) parece ter um codon de terminagdo precoce e pode tratar-se de um
pseudogene. O numero de copias do gene no “cluster” da cultivar Caturra e naquele de CaOE é menor do que 0 nimero
de copias na variedade IAPAR59. Segundo Bettencourt e Rodrigues (apud. Silva et al., 2006) cafeeiros arabica puros de
origem etiope podem ter alelos Sy1, Sy2, Sp4 e Sy5. A variedade Caturra de C. arabica tem o gene S5 de resisténcia a
raca Il do fungo (Bettencourt e Noronha-Wagner, 1971). Em C. canephora var. conilon foram identificadas trés ragas
fisioldgicas do fungo, sendo I(v2v5), 11(v5) and I11(v1v5) (Zambolin, 2016).

A diversidade da estrutura priméria foi avaliada para 42 sequéncias de regifes carboxi-terminais (596 aminoacidos em
peptideos deduzidos da sequencia dos genes) de CC-NBS-LRRs. Nessa andlise foram incluidos peptideos deduzidos
para todas as copias citadas acima, codificadas nos cromossomos 3 e 6 de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides
disponibilizadas no NCBI e ainda néo publicadas. Também foram incluidas na analise as oito copias identificadas no
genoma de IAPARS59 (contando com A2-E%e B2-E?, que apresentam cddons de terminagdo precoces) e as quatro copias
identificadas no genoma de C. canephora IF200 por Ribas et al. (2011). As sequéncias designadas como de referéncia
(curadas pelo NCBI) e as sequéncias ndo-referéncia (também depositadas no NCBI) dos genomas de C. arabica var.
Caturra e C. eugenioides e aquelas de C. canephora depositadas no Coffee Hub e no NCBI foram incluidas na analise.
Esse procedimento foi adotado para estimar o quanto de variabilidade pode ter origem em artefatos de sequenciamento
ou de montagem das sequéncias homdlogas e homedlogas identificadas nos diferentes genomas.

Uma parte do alinhamento entre as 44 sequéncias pode ser visto na Fig. 2. A regido carboxi-terminal dos peptideos
deduzidos foi selecionada por sua importancia para a especificidade da interacdo dos cafeeiros com as diferentes racas
de H. vastatrix. Essa regido das proteinas NBS-LRR tem sido associada com a especificidade da interacdo com 0s
fatores Avr dos patégenos. Parte da especificidade planta-patégeno deve-se certamente a variabilidade da sequéncia e a
organizacdo de motivos LRR nos diferentes membros dessa familia de proteinas. Um dos motivos LRR presente em
peptideos deduzidos codificados no “cluster” Sy3 esta representado na Fig. 3a e a distribuicdo de motivos LRR na
sequéncia CANHUBS esta representada na Fig. 3b.
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Figura 2. Fragmento do dominio LRR em CC-NBS-LRR de cafeeiro. EU = C. eugenioides, ARA = C. arabica, CAN =
C. canephora. A1-A3, B e Cc = sequéncias publicadas por Ribas et al. (2011), para C. arabica cv. IPR59 e C.
canephora Cc. Motivos LRR estdo indicados sobre o alinhamento com tracos em cor laranja. ANANP5, ARAJH4 e
B2-Ea e A2-Ea podem ser pseudogenes.
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Figura 3. Sequéncia e organizacdo de motivos LRR em CC-NBS-LRR reunidos no “cluster” homologo a Sy3. A — A
altura das letras que indicam os diferentes aminoécidos na sequéncia correspondem a frequéncia deles em cada posicao
do alinhamento das 44 sequéncias analisadas (vide Fig. 2). L é o codigo de uma letra para a leucina. B — organizacéo
das repeticfes LRR no peptideo deduzido para as sequéncias CANHUB5/CANNCBI5 codificado no cromossomo 3 de
C. canephora.

O agrupamento das sequéncias (Fig. 4), excluidos ANANP5 e ARAJH4 que parecem ser pseudogenes com codons de
terminacdo muito precoces, resultou na composicdo de seis ou sete clados principais. Nos clados mais amplos, como 0 3
e 0 6, peptideos de C. arabica e C. canephora estdo reunidos. Os clados 2 e 5 sdo restritos a sequéncias codificadas nos
genomas de C. eugenioides e C. canephora. E clados espécie-exclusivos foram formados por peptideos de C.
eugenioides (clado 4) e de C. arabica, com contribuicdo de CaOE e de IAPAR59 (clado 7).
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O clado 2 reuniu todas as sequéncias codificadas nos cromossomos 6 de C. canephora e C. eugenioides. A excecdo
nesse clado foi a presenca de um peptideo de C. eugenioides (EUJH1, ndo referéncia) que estd codificado no
cromossomo 3.

Sequéncias de C. arabica cv. IAPARS9 e de CaOE ficaram distribuidas por quatro (1, 3, 6 e 7) e trés clados (1, 6 e 7),
respectivamente. No clado 1, ficaram as sequéncias ARANP4 e A1-Ea codificadas no complemento AF e, no clado 7, as
sequéncias ARANP1 e A2-Ca codificadas no complemento A®, tanto em IAPAR59 quanto em CaOE (Fig. 4). No
clado 1 também estdo sequéncias EUJH2/EUJHRS?2 codificadas no cromossomo 3 de C. eugenioides cuja composicéo
de aminoécidos é muito similar nos depositos de referéncia e ndo referéncia disponiveis no NCBI.

AN Tn
- AFeANITS 1
Eur s
EwaHz
C ARAIHRSA
N TR
[STENTER]
CANMNCESIS
CAMNN LIRS 2
EorriRan
NN S
B Ce
s Ca
| CANNCEI
L CANMHLUIRY 3
B2 L
ArTAJHIRS
I —

Al IRSa

Evrarn 5
CEANMNCYSIA

CAPPICERE 2
CANMURZ
A Ca
A3 Ee
AN Ca

Al Co 6
A2 En
AZ Ca
CANFILISS
CAMNPCLSS

ARA = C. arabica cv. Caturra B Ea

ARANP = C, arabica de origem etiope {CaOE) fﬁ%

EU=C f?U(If‘nfOfdPG ArTa -
. oo AFAJIH IR
CAN = C. canephora ARANPA
Al - B = sequéncias em C. arabico IPR59 (Ea e Ca) ARANPA
e em C. conephora C¢ (Ribas et al. 2011) AZ Ca 7

Figura 4. Agrupamento de regies carboxi-terminais de peptideos deduzidos a partir das sequéncias codificadoras de
CC-NBS-LRRs de cafeeiros utilizando o algoritimo de Fitch-Margoliash. Sequéncias ARANP sublinhadas séo
codificadas no complemento ou subgenoma oriundo de C. eugenioides em C. arabica de origem etiope (CaOE), cujo
genoma foi sequenciado mas ainda néo publicado.

Interessante notar que as sequéncias codificadas em C. canephora distribuiram-se por quatro clados e 0 mesmo ocorreu
com as sequéncias de C. eugenioides. Duas das sequéncias em cada uma dessas espécies sdo mais semelhantes uma a
outra do que as restantes da mesma espécie: EUJH1 codificada no cromossomo 3, e EUJH5/EUJHRSS codificadas no
cromossomo 6 ndo-referéncia e referéncia de C. eugenioides, respectivamente, que ficaram agrupadas no clado 2 e
CANNCBI2/CANHUB2 e CANNCBI3/CANHUBS3, codificadas no cromossomo 3 de C. canephora que ficaram
agrupadas no clado 6 (Fig. 4). Em C. canephora, copias do gene que ocuparam posi¢do similar no “cluster” com relagéo
a posigdo/nimero das bases nos cromossomos sempre apresentaram estrutura idéntica ou muito similar nos diferentes
acessos/dep6sitos de genomas. Por exemplo, CANHUBL é a cdpia codificada nas bases mais préximas da extremidade
do cromossomo 3 e é extremamente similar a CANNCBII1, que ¢ codificada no “contig” de nimera¢do mais baixa do
scaffold entre aqueles que estdo relacionados ao “cluster” de C. canephora. CANHUB1 e CANNCBI1 sédo
extremamente parecidas e ficaram agrupadas no clado 3 (Fig. 4) e assim por diante.
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Por outro lado, as sequéncias “referéncia” e “ndo referéncia” de C. eugenioides nem sempre foram agrupadas em um
mesmo clado porque ha muitas divergéncias entre os diferentes depdsitos. Exemplos sdo as sequéncias EUJH1 que
ficou no clado 2 enquanto a EUJHRS1 esta no clado 5, e EUJH3 no clado 5, enquanto EUJHRS3 estd no clado 4.
EUJHS e EUJHRSS sdo ambas codificadas pelas copias “ mais a 3' ” no cromossomo 6 de C. eugenioides, mas no
cromossomo de referéncia ha pelo menos trés fragmentos com homologia quase completa a partes do dominio LRR
que, no entanto, estdo ausentes do cromossomo 6 “ndo referéncia” do mesmo genoétipo. Portanto, € possivel considerar a
hipdtese de que os pares de peptideos CANNCBI2/CANHUB2 e CANNCBI3/CANHUBS3 sejam codificados pela copia
namero 2 e pela copia nimero 3 do gene, respectivamente, no “cluster” de C. canephora DH200-94 e que apresentem a
mesma especificidade quanto a interacdo com efetores de patdgenos porque ocuparam, os dois pares de sequéncias, 0
mesmo clado 6, a despeito dos membros de cada par serem mais semelhantes entre si do que semelhantes a membros de
outros pares. Por outro lado, para sequéncias de C. eugenioides e C. arabica var. Caturra, mais andlises serdo
necessarias antes que hipdtese semelhante possa ser considerada.

CONCLUSOES

Conclui-se que parte da diversidade entre CC-NBS-LRRs codificadas nos “clusters” homologos a Si3 pode ser devida a
artefatos de sequenciamento ou montagem, mas, ainda assim, a variabilidade da estrutura primaria e na
organizagio/localizagdo de motivos LRR e das copias do gene nos “clusters” parece suficiente para explicar, pelo
menos em parte e em conjunto com outros fatores, as interacBes entre o cafeeiro e H. vastatrix. Essa hipotese seréd
investigada em acdes de pesquisa que estdo em andamento.
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