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Resumen: Gracias al acceso al genoma completo de Coffea arabica y el Desarrollo de multiples herramientas de
bioinformartica que permite la busqueda de genes de resistencia de plantas (R-genes), ha sido posible implementar
estas estrategias en programas de mejora genética. En las plantas, los R-genes codifican proteinas involucradas en
mecanismos de defensa contra patdgenos. Los genes con dominios tipo Nucleotide-Binding-Site Leucine-Rich-Repeat
(NBS-LRR) forman la familia de R-genes de plantas mas grande. El objetivo de este estudio fue identificar genes de
proteinas NBS-LRR en el genoma de C. arabica utilizando un enfoque bioinformatico. Identificamos motivos conservados
de R-genes de C. arabica relacionados con genes similares encontrados en Coffea canephora y Coffea eugenoides, dos
especies evolutivas relacionadas con C. arabica. Los resultados de estos analisis revelaron proteinas con origen evolutivo
provenientes de dicotileddneo ancestrales, asi como proteinas de resistencia especificas del género Coffea. Ademas,
todas las secuencias de los R-genes de C. arabica mostraron una gran similitud con proteina CNL de Arabidopsis thaliana.
Finalmente, la presencia de motivos altamente conservados, la distribucién cromosémica y las relaciones filogenéticas de
los R-genes de C. arabica muestran procesos de coevolucion con patdégenos adaptados, demostrando de esta manera la
importancia del estudio de estos genes en la inmunidad del café.
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Abstract: Thanks to access to the complete genome of Coffea arabica and the development of multiple bioinformatics
tools that allow the search for plant resistance genes (R-genes), it has been possible to implement these strategies in
breeding programs. In plants, R-genes encode proteins involved in defense mechanisms against pathogens. Genes with
Nucleotide-Binding-Site Leucine-Rich-Repeat (NBS-LRR)-like domains form the most significant plant R-gene family. This
study aimed to identify NBS-LRR protein genes in the C. arabica genome using a bioinformatics approach. We identified
conserved motifs of C. arabica R-genes related to similar genes found in Coffea canephora and Coffea eugenoides,
two evolutionary species related to C. arabica. These analyses revealed proteins with evolutionary origin from ancestral
dicotyledons and resistance proteins specific to the genus Coffea. In addition, all the sequences of the C. arabica R-genes
showed a high similarity with CNL protein from Ara-bidopsis thaliana. Finally, the presence of highly conserved motifs,
chromosomal distribution and phylogenetic relationships of the C. arabica R-genes show coevolution processes with
adapted pathogens, thus demonstrating the importance of studying these genes in coffee immunity.
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|
Introduccion

El café es un producto basico importante y una fuente
de ingresos para mas de 60 paises de todo el mundo. El
género Coffea contiene mas de 90 especies, siendo Coffea
arabica y Coffea canephora las especies de mayor valor
comercial. La produccién de estas especies se distribuye
en aproximadamente un 60 y 40% respectivamente (http:/
www.ico.org/). Coffea arabica es la Unica especie tetraploi-
de de su género, resultado de la especiacién producta de
la hibridacion de C. canephora y C. eugenioides'. Coffea
arabica es susceptible a varios patégenos, como bacterias,
hongos, nematodos e insectos, siendo Hemileia vastatrix
e Hypotenemus hampei las principales amenazas para el

cultivo?. Las plantas y los patdgenos han desarrollado una
interaccion altamente adaptada. Por ejemplo, los patdge-
nos biotréficos estdn mediados por la interaccion de genes
de resistencia (R-genes) en plantas y genes de avirulen-
cia equivalentes en los patdgenos®*. Las proteinas de tipo
Nucleotide Binding Site-Leucine Rich Repeats (NBS-LRR)
son una de las familias de R- genes mas importantes. Es-
tas proteinas se consideran de origen antiguo y altamente
evolucionadas, ya que pueden interactuar con las proteinas
efectoras del patégeno®®. Esta familia de proteinas se cla-
sifica en dos grupos segun el dominio N-terminal. El primer
grupo presenta un dominio de proteina similar al receptor
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Toll/Interleukin 1 o TIR-NBS-LRR (TNL). El otro grupo con-
tiene un dominio Coiled Coil en la regién N-terminal o CC-
NBS-LRR (CNL). Ambos grupos estan relacionados con la
sefalizacion de las apoptosis o reacciones de hipersensi-
bilidad (HR) .

El dominio NBS de estas proteinas se ha relaciona-
do con motivos altamente conservados en la familia de
ATPasas y la proteina G. Motivos como P-loop, RNBS-A,
RNBS-B, RNBS-C, RNBS-D, kinase-2, kinase-3a y GLPL,
se han identificado en TNL y CNL de plantas. Estos moti-
vos estan relacionados con la capacidad del dominio NBS
para hidrolizar ATP o GTP, una activacion molecular de las
proteinas NBS-LRR®%2. El dominio LRR esta compuesto por
repeticiones en tandem entre 20 y 30 secuencias consenso
tipo LxxLXLxxNxL, donde "L" representa residuos de leuci-
na, "N" puede representar residuos de asparagina, treoni-
na, serina o cisteina, y "x" puede ser cualquier aminoéacido.
Este dominio se caracteriza por una estructura céncava
formada por una serie de hojas B. Esta region ha sido iden-
tificada como responsable de la interacciéon proteina-pro-
teina®®°. La presencia de NBS-LRR se ha demostrado en
todas las especies de plantas; sin embargo, también se ob-
servé que las plantas monocotiledoneas no tenian TNL'®M.
A través de estudios moleculares e in sillico, se ha demos-
trado la presencia de todas las familias de R- genes en Co-
ffea arabica, pero no asi hasta este studio en C. arabica'>"®.
Se han identificado nueve genes de resistencia a la roya del
café (SH1-SH9) mediante el uso de plantas diferenciado-
ras'. El gen SH3 ha mostrado dotar de resistencia vertical
contra Hemileia vastatrix, este gen ha sido descrito como
un gen que codifica una proteina tipo CNL, siendo este gen
un elemento importante utilizado en los programas de me-
joramiento genético del café a nivel mundial®.

La identificacion y caracterizacion de R- genes de
plantas se ha realizado con enfoques tanto moleculares,
como bioinformaticos. Sekhwal (2015) propuso un enfoque
que permite identificar analogos de R- genes en genomas
de plantas. Este enfoque requiere la generacion de bases
de datos de referencia de R- genes, informados que pue-
de ser seleccionados a partir de bases de datos publicas
especializadas. Posteriormente, estas bases de datos son
utilizadas para realizar alineamiento contra el genoma de
la planta de interés. Los resultados obtenidos a partir de
los alineamientos se someten a procesos de identificacion
de dominios y motivos conservados que permiten clasificar
las secuencias en diferentes familias de R- genes'. Ac-
tualmente, las herramientas bioinformaticas permiten una
amplia variedad de diferentes estudios y analisis que pre-
dicen con precision la funcién y estructura de las proteinas,
lo que permite identificar y caracterizaR-genes y proteinas
de resistencia de plantas. En este estudio, utilizamos un
enfoque bioinformatico para identificar secuencias candida-
tas para NSB-LRR en el genoma de Coffea arabica, asi
como, para predecir la ubicacién, estructura y localizacion
cromosomica de las secuencias identificadas. Permitiendo
reconocer nuevos factores de resistencia a enfermedades
que puedan ser utilizadas en programas de mejoramiento
genético del café.

|
Materiales y métodos

Minera de datos
Para identificar los genes de resistencia (R- genes) en

el genoma de C. arabica, utilizamos un enfoque descrito por
Sekhwal y col. con algunas modificaciones'®. Los genes co-
dificantes de referencia del Nucleotide Binding Site-Leucine
Rich Repeats (NBS-LRR) se recopilaron mediante busque-
da por palabra clave en la base de datos Plant Resistan-
ce Genes Database 3.0 (PRGdb http://prgdb.org/prgdb/)
usando palabras clave como TNL o CNL. Los resultados se
almacenaron en archivos fasta y se sometieron a analisis
en la version web de Pfam v.32.0" (https://pfam.xfam.org/)
para identificar dominios de tipo Toll/Interleukin-like Recep-
tor (TIR), Coiled-Coil (CC), asi como, dominios NBS confir-
mando la familia a la pertenecian los genes de referencia.
Las secuencias resultantes se clasificaron en dos grupos
en funcion del dominio N-terminal, TNL para proteinas de
referencia que contenian dominios TIR-NBS y CNL para
proteinas de referencia con dominios Coiled Coil-NBS. Las
secuencias de genes de referencia sin dominios TIR o CC
se descartaron de los analisis posteriores. Finalmente, el
genoma de Coffea arabica var. Red Bourbon se obtuvo a
nivel de scaffolds del sitio web de World Coffee Research
(WCR) (https://worldcoffeeresearch.org/work/coffea-arabi-
ca-genome/) y se reservé para analisis posteriores.

Prediccion de proteinas NBS-LRR de Coffea arabica

Las secuencias del genoma de Coffea arabica se ali-
nearon con los genes CNL y TNL de referencia utilizando
el software BLAST version 2.5.0 para linux (https://ftp.ncbi.
nim.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/), utilizando
los parametros predeterminados excepto el e-value, el cual
se establecio en 1x10-'* con el objetivo de evitar alinear se-
cuencias con baja identidad’. Los resultados se filtraron
mediante un script “hecho en casa” para el paquete seqinr
v.3.6-1 R para eliminar redundancias. Posteriormente, las
secuencias filtrados del genoma de café, se tradujeron a los
seis ORF utilizando la herramienta de traduccién ExPASy?
(https://web.expasy.org/translate/). Las regiones de codifi-
cacion se extrajeron y sometieron a anotacion funcional con
el software INTERPROSCAN v.5.39-77.0 21 (http://www.
ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/). Las secuencias de C.
arabica que presentaban anotaciones relacionadas con los
dominios de proteina tales como CC, TIR, NBS y LRR se
recuperaron para usarlas en los analisis posteriores. Des-
pues, y debido a que solo las proteinas de tipo CNL de C.
arabica (CNL-CA) presentaron los tres dominios clasicos
de las NBS-LRR fueron seleccionadas para los analisis
subsiguientes. Mas tardes, las secuencias de tipo CNL de
C. arabica (CNL-CA) se sometieron a andlisis de identifi-
cacion de motivos en el software MEME suite v5.1.1 eje-
cutable para Linux?? (http://meme-suite.org/) se utilizaron
parametros predeterminados, modificando la busqueda de
motivos a un maximo de 45 motivos. Las secuencias fueron
luego agrupadas segun los patrones de motivos comparti-
dos, gracias a la alta similitud (> 98%) entre las secuencias.
Las secuencias agrupadas por patrones de motivos, fueron
utilizadas en los analisis posteriores.

Analisis filogenético

Los CNL-CA se alinearon con y sin las secuencias
de referencia de plantas con el algoritmo MUSCLE en el
software AliView para Linux (https://ormbunkar.se/aliview/)
para calcular arboles filogenéticos entre secuencias CNL-
CA y entre estas y secuencias de referencia. Utilizamos
RAXML del servidor CIPRES Science Gateway v.3.3. (ht-
tps://www.phylo.org/), empleando el método de Maxima
Verosimilitud, con 1000 bootstraps, el modelo evolutivo Jo-
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nes-Taylor-Thornton, con estimacion de sitios invariantes, y
distribucion gamma (JTT+G+I).

Ubicaciéon cromosémica

Para predecir la ubicacion cromosomica, los CNL-CA
se alinearon con pseudocromosomas de Coffea canepho-
ra, una especie estrechamente relacionada con C. arabica.
Utilizamos el software de alineamiento del sitio web Coffee
Genome Hub? (http://coffee-genome.org/) con un e-value
de 1x10-'° y un maximo de 20 secuencias de salida. Luego,
los resultados fueron filtrados eliminando secuencias con
menos del 85% de similitud y cobertura.

Prediccion estructural

El plegamiento de proteinas de los CNL-CA se predijo
sometiendo una secuencia representative de cada grupo de
patornes de motivos de CNL-CA en el software Phyre v2.0%
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id= in-
dice) con parametros predeterminados. Simultaneamente,
el peso molecular y el punto isoeléctrico se calcularon el
sitio web ExPasy Compute pl/Mw? (https://web.expasy.org/
compute_pi/) utilizando los parametros predeterminados.

|
Resultados

Data Mining

Se recuperaron un total de 153 secuencias de la base
de datos PRGdb a través de la estrategia de palabras cla-
ve. Las anotaciones de secuencia confirmaron la presencia
de dominios de proteina NBS-LRR. Se seleccionaron 53
secuencias que presentaban dominios relacionados con
secuencias tipo CNL y 17 con secuencias tipo TNL. Pos-
teriormente estas fueron utilizadas como secuencias de
referencia en el alineamiento con las secuencias del geno-
ma de Coffea arabica. También se recuperamos 164,254
secuencias a nivel de scaffolds del genoma completo de
WCR de Coffea arabica.

Prediccion de proteinas NBS-LRR

Se identificaron un total de 4519 secuencias de tipo
CNL y 1983 de tipo TNL en el genoma del C. arabica. Pos-
teriormente, se eliminaron los resultados redundantes, la
secuencias resultantes fueron sometidas a anotacion func-
tional. Se identificaron y anotaron un total de 76 proteinas
tipo NBS-LRR, distribuidos en 35 CNL (46 %), 19 TNL y 41
secuencias (29%) que solo contenian uno o dos de los do-
minios tipicos de las proteinas NBS-LRR. Finalmente, solo
las secuencias tipo CNL mostrarén los tres dominios de la
proteina en el mismo ORF (Tabla complementaria 1). Las
anotaciones mas frecuentes dentro de los CNL-CA fueron:
dominios NB-ARC (IPR002182), dominio Rx N-Terminal
(IPR041118), superfamilia de dominios Leucine Rich Re-
peat (IPR03675), dominios Virus X resistance protein-like,
coiled coil domains (IPR038005), P-loop contenidos en do-
minios de tipo nucledtido trifosfato hidrolasa (IPR027417),
asi como, superfamilia de dominios Winged helix-like DNA
binding (IPR03388). Todas las anotaciones generadas fue-
ron relacionadas con los dominios de proteina tipo CNL.

Se identificaron dieciséis motivos altamente conser-
vados en las secuencias de CNL-CA. Tres de estos mo-
tivos se localizaron en el dominio CC, cuatro en el NBS y
nueve en los dominios LRR (tabla 1). Todos los motivos
altamente conservados mostraron similitud con las protei-
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nas de resistencia de Coffea arabica, C. canephora o C.
eugenioides disponibles en las base de datos del NCBI.
Ademas, cuatro de los 16 motivos mostraron similitudes
con proteinas de resistencia de plantas que no pertenecen
al género Coffea. EI motivo nimero 5 de las secuencias
CNL-CA mostré un 81% de similitud con una proteina de
resistencia a enfermedades (DRP) de Corchorus capsula-
ris (Acceso: OMO 94926.1). El motivo numero 11, posee
un 66% de similaridad a una DRP de Actinidia chinesis
(Accesion: PSS24536.1). El motivo numero 15 mostré un
64 % de similitud con la proteinas ATPP2-A2 de Hibiscus
syriacus (Accesion: KAE8684719.1) mientras que el motivo
ndmero 16 es 52 % similar a una DRP putativa de More-
lla rubra (Accesion: KAB1213552.1). Todas las secuencias
pertenecian a proteinas de tipo CNL, aunque ninguno de
los motivos que mostraban alta similaridad se ubicaron en
la region CC de las proteinas. También fue posible identi-
ficar siete motivos conservados relacionados con motivos
de tipo P-Loop, RNBS-A, EDVL, GLPL, RNBS-D, Kinase-2
y Kinas-3, los cuales encuentran comunmente en dominios
de proteinas NBS. Tambien se identificaron siete patrones
de motivos relacionados con el dominio CC (Figura 1). De-
bido a la gran similitud (> 98 %) entre las secuencias que
comparten el mismo patron de motivo, creamos 9 grupos
que contenian de 2 a 4 secuencias con patrones altamente
consevados cada uno (Tabla 2). Por otro lado, 13 secuen-
cias no mostraron suficiente similitud con otras CNL-CA por
lo que, posteriormente, fueron analizadas individualmente
(Figura 2).

Anadlisis filogenético

El arbol filogenético de CNL-CA mostré la ptresencia
de cuatro grupos principales. La secuencia Ca_3_358
ORF_2_1 fue segregada del resto de las secuencias y no
mostré relacién filogenética directa con ninguna otra se-
cuencia CNL-CA (figura 3). El arbol filogenético CNL-CA
con secuencias de referencia, reveld cinco grupos diferen-
tes y cuatro secuencias segregadas. Los CNL-CA se ubi-
caron exclusivamente dentro de los grupos resaltados en
color azul y rojo en la figura 4. Los grupos resaltados en
amarillo y verde incluian secuencias de plantas monocotile-
doneas exclusivamente. El grupo azul incluye unicamente
secuencias de plantas dicotiledoneas, mientras que el gru-
po rojo combina secuencias de dicotiledoneos y monocoti-
ledoneas. La mayoria de las secuencias CNL-CA presenta-
ron algun nivel de relacion filogenética con las secuencias
de referencia. La secuencia Ca_3_358 ORF_2_1 mostro
una relacion directa con 9 secuencias de referencia. Por
otro lado, la secuencia Ca_50_488 ORF_2_1 no mostro
relacién filogenética con ninguna otra secuencia de refe-
rencia.

Ubicaciéon cromosémica

Todas las secuencias de CNL-CA se alinearon con
pseudocromosomas de Coffea canephora. Los pseudocro-
mosomas 3, 4, 5 y 8 mostraron el mayor nimero de loci
alineados con CNL-CA (41, 33, 43 y 51 respectivamente)
(Tabla 3). Los alineamientos con los pseudocromosomas
9 y 10 no cumplian los parametros minimos de cobertura
o identidad establecidos, por lo que fueron omitidos (tabla
complementaria 2 Localizacion Cromosodmica). Los pseudo-
cromosomas 3 y 8 mostraron el mayor numero de CNL-CA
sin relacion ancestral con genes del ndcleo cromosémico
de las eudicotiledéneas (Figura 5). Finalmente, se localiza-
ron cuatro copias de la secuencia Ca_50_488 ORF2_1 en
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el pseudocromosoma 8 de C. arabica, siende este especia-
lemente relevante debido a la falta de relacion filogenetica
con otros genes tanto de café, asi como de referencia.

Prediccion estructural

Para obtener informacion structural de los genes CNL-
CA identificado, se sometimos a analisis de prediccion
estructural, obteniendo en todos los casos un 100% de
confianza y una cobertura de entre 58 al 98% en relacion
a las proteinas utilizadas como modelo estructural por el
software Phyre 2 (tabla 3). También calculamos los pesos
moleculares tedricos del CNL-CA, los resultados de este
analisis oscilaron entre 78,14 kDa (Group_5_consensus) y
169,39 kDa (Ca_3_358 ORF_2_1). Ademas, calculamos
el punto isoeléctrico tedrico de los CNL-CA, el cual resulto
entre 5.46 (Ca_75 74 _ORF_5_1) a 8.64 (Ca_453 111_
ORF_5_1) (tabla 3). Todas las predicciones mostraron una
similitud estructural con la Proteina 4 similar a RPP13 de
Resistencia a Enfermedades (Accesion: EMD-0680) de
Arabidopsis thaliana, las cual es una proteina similar a CNL
(Figura 6).

|
Discusion
Las proteinas NBS-LRR son factores de resistencia de

las plantas contra las enfermedades®8. Los CNL y TNL son
las subclases de R-genes mas diversas, aunque la canti-

dad de estos factores y la distribucion cromosomica varia
segun la especie de planta??¢. Identificamos 35 secuen-
cias CNL completas y 19 secuencias TNL truncadas en una
proporcion de 8:1, similar a la observado en otros estudios
relacionados con plantas leguminosas, solanaceas, alamos
y vides'®'26-2%_ Sin embargo, se observaron resultados di-
ferentes en especies de la familia Brassicaceae como Ara-
bidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata y Brassica rapa, donde
la cantidad de TNL fue mayor que la cantidad de CNL, lo que
podria resultar de procesos de adaptacion a patégenos'*,
Como sugiere Noir (2002), la presencia de TNL truncado
de Coffea arabica podria ser un resultado de procesos de
domesticacion de la planta, como se ha onservado en otros
cultivos?. Ademas, se ha observado que las gramineas asi
como otros monocotiledones no poseen genes TNL, lo que
sugiere que estos se desarrollaron después de la apariciéon
de los monocotiledones'?%3!. Los CNL se han reportado
previamente como importantes factores de resistencia a los
patégenos en Coffea arabica. Por ejemplo, el gen SH3 con-
fiere resistencia vertical a Hemileia vastatrix y a su vez este
gen codifica una proteina similar a CNL™.

El dominio LRR de los CNL-CA mostré el mayor nu-
mero de motivos conservados. Sin embargo, no se obser-
varon distribuidos uniformemente entre las secuencias, de
manera similar a lo observado en Solanum pimpinellifolium
y Arabidopsis thaliana, donde la proporcion de motivos con-
servados de LRR fue mayor que la de NBS y CC®*®2, Esto
podria estar relacionado con la estructura terciaria de este

Ne Motivo E-value Recuento de Tamano Domino
sitio en AA

1 GREKQNFQLDAHAIDSGASSTRPSVSRNTGFIVAESDVVGRDDDKDRMIN 4.8e-244 7 50 cc
2 YKNSGCFSLMCYPVAGNLVFRHRIGTRMKEILEKFNAIADERIKLGLIDQ 1.1e-190 6 50 cc
3 RQQQARNVHLPFSASQLFMKLNVAQEIKK 7.8e-136 7 29 cC
4 NDPCNFYEKARHISLLCSAAEQPIMGIMEKSQKLRTLLSPSDHQKNFGQA 1.0e-249 7 50 NBS
5 DMIEYHTEIKYNDISSLSNVQ 1.0e-094 7 21 NBS
6 ILGMPDDQLTVAFPITITGIDQCFSFLSKCGSLRALMVKSM 1.3e-109 6 41 NBS
7 TEDDMEVSHHDEVMHLTIIGSQGKVLKNIEGIPPNLQTLYYLEGDGIMLE 1.0e-117 5 50 NBS
8 LKLMHNLVLEDFNEHTVILGSVNNHGQPVH 5.0e-136 7 30 LRR
9 IDCPKLPCLPEVFAPQKLEVSGCPLLTKLPTPEFSQRLQHLAIDACDDPT 3.9e-242 7 50 LRR
10 | SREVLEKMGSLEEWSDAMVPSDSSSSIKVFPNLRNLTISDLPKLAVLPDM 1.7e-105 5 50 LRR
11 | RFPAWIRDGQVKNLTSLTLNHCINCRVLSLGQLSRLQSLSLKGNLELEEW 7.9e-221 7 50 LRR
12 DKLNSSLSNNLEKFTSLKWLAFISDDPGCWPITVLHHLANLSELELGGFS 1.0e-087 5 50 LRR
13 | FPSWISTVIEVVVHESAAEYI 1.5e-060 6 21 LRR
14 | GIWVDDRSEIDKLCMHLSEVGSLKTLHLYCNTESEWPSLDGLSKLHHVT 6.1e-043 3 49 LRR
15 | DAPYHFLHRLKISNCPKLRDTPKIFLNLGAMKIKKCNSLKALPLIPSVMF 1.0e-251 9 50 LRR
16 | ECQNVSGADWPNIQGIPDLEIEPLQVLASQNPQNPPAAWYHCLICCKGWY 1.1e-269 7 50 LRR

Motivo: secuencia del motivo con la mejor coincidencia posible. Recuento de sitios: numero de secuencias a partir de las cuales se generé el motivo, Anchura: cantidad de
residuos de aminoacidos que componen el motivo. CC: dominio de bobina enrollada. NBS: dominio de sitio de unién a nucleétidos, LRR: repeticion rica en leucina.

Tabla 1. Caracteristicas de los motivos conservados de CNL-CA.

Group CNL-CA Sequence ID
1 Ca_45_41_ORF_6/Ca_58_150_ORF_1/Ca_9_90_ORF_3/Ca_90_278 ORF_3_1
2 Ca_82 248 ORF 6/Ca_53 3 _ORF 61
3 Ca_24 100_ORF_6/Ca_79 77 _ORF 6_1
4 Ca_8 434 ORF_3/Ca_78_10_ORF_5_1
5 Ca_18_99 ORF_3/Ca_455_294 ORF_3_1
6 Ca_45_59 ORF_4/Ca_7_640_ORF_ 2 1
7 Ca_11_122_ORF_6/Ca_26_289_ORF_3/Ca_452_82_ORF_5_1
8 Ca_452 315 ORF_3/Ca_5 190 ORF_2/Ca 81 188 ORF 5 1
9 Ca_23_115 ORF_5/Ca_44 478 ORF_ 21

Tabla 2. Identificaciones de secuencias agrupadas basadas en patrones de motivos.
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CNL-CAID Parametros Estructurales Localzacion Cromosémica
PDB model protein | Confidence. % | Coverage. % | AA>90% | Length | Molecular .Weight. = Theoretical | Chromosome N° Copies
Confidence. = (AA) (KDa) Isoelectric
Point. (pI)

Group_5_consensus Disease Resistance 100 % 83 % 626 701 78.14 5.94 3.0 15.1
1ppl3-like protein 4

Ca_79 200 _ORF_1 1 Disease Resistance 100 % 98 % 912 1123 123.40 5.99 5.7.8.0 11.1.1.1
1ppl3-like protein 4

Ca_8 56_ORF_ 21 Disease Resistance 100 % 87 % 739 768 86.76 8.57 2.4.0 3.2.1
1pp13-like protein 4

Group_2_consensus Disease Resistance 100 % 76 % 919 1065 117.78 5.78 8.0 7.1
1ppl3-like protein 4

Ca_39 491 ORF 51 Disease Resistance 100 % 65 % 988 1227 136.85 7.89 2 1
1pp13-like protein 4

Group_7_consensus Disease Resistance 100 % 68 % 955 1192 132.31 6.14 2 1
1ppl3-like protein 4

Group_9_consensus Disease Resistance 100 % 58% 997 1371 153.90 6.25 2 1
1pp13-like protein 4

Ca_75 74 ORF 51 Disease Resistance 100 % 64 % 951 1255 141.12 5.46 1.0 16,1
1pp13-like protein 4

Group_1_consensus Disease Resistance 100 % 67 % 949 1193 132.40 6.1 2 1
1ppl3-like protein 4

Group_4_consensus Disease Resistance 100 % 63 % 946 905 101.47 5.94 0 1
1ppl3-like protein 4

Ca_3 358 ORF_ 2 1 Disease Resistance 100 % 83 % 862 1505 169.39 5.94 3.0 3.1
1ppl3-like protein 4

Ca_1_153 ORF 3 1 Disease Resistance 100 % 75 % 949 1069 118.95 5.89 8.0 7.1
1ppl3-like protein 4

Group_3_consensus Disease Resistance 100 % 64 % 969 1259 141.33 7.04 3 1
1pp13-like protein 4

Ca_64_38 ORF 6_1 Disease Resistance 100 % 68 % 884 1126 124.02 6.48 5.7.8.0 9.1.1.1
1ppl3-like protein 4

Group_8_consensus Disease Resistance 100 % 92 % 759 777 86.65 6.33 2 1
1pp13-like protein 4

Ca_453_111_ORF_5_1 | Disease Resistance 100 % 87 % 872 927 104.63 8.64 4.6.11.0 9.1.1.1
1pp13-like protein 4

Ca_39 491 ORF 51 Disease Resistance 100 % 89 % 862 1227 136.85 7.89 2 1
1pp13-like protein 4

Ca_76_345 ORF 51 Disease Resistance 100 % 90 % 835 839 94.28 6.73 1.4.6.0 1L11.1.1
1ppl3-like protein 4

Ca_50_488 ORF 2 1 Disease Resistance 100 % 85 % 902 927 104.02 6.23 8.11.0 4.2.1
1pp13-like protein 4

Ca_43_11_ORF 6_1 Disease Resistance 100 % 67 % 982 1291 142.18 7.14 5.7.8.0 7.1.1.1
1ppl3-like protein 4

Ca_90_278 ORF_3 1 1  Disease Resistance 100 % 67 % 982 1203 133.63 6.29 2 1
1ppl3-like protein 4

Group_6_consensus Disease Resistance 100 % 69 % 955 1163 127.64 6.04 5.7.8.0 9.1.1.1

1pp13-like protein 4

Tabla 3. Caracteristicas y localizacion cromosomica de los CNL-PCP.

dominio y no con la region de interaccion proteina-protei-
na, que es especifica para cada proteina de resistencia. El
dominio NBS de los CNL-CA presenté siete motivos con-
servados diferentes, todos ellos previamente informados
en R-genes de plantas y tres observados exclusivamente
en el género Coffea'??®. Estos motivos estan relacionados
tanto con la funcion catalitica, como con las regiones de
unién con los otros dominios proteicos*. EI dominio CC de
los CNL-CA presento tres motivos altamente conservados
identificados exclusivamente en secuencias del género Co-
ffea, y patrones de motivos como los observados en los
CNL de otras plantas. También pudimos identificar el motivo
EDVL, un motivo similar a EDVID que se ha descrito en
la mayoria de las proteinas CNL y que media la interac-
cién molecular entre los dominios de los CNL. Tambien fue
possible identificar otro motivos como P-loop y MHDL, los

cuales estan relacionados con la unidon a nucleétidos y la
activacion de proteinas®. Por otro lado, nuestras anotacio-
nes de proteinas CNL-CA corresponden a estructuras de
proteinas NBS-LRR tipicas, lo que respalda la evidencia
previa relacionada con la funcién de estas en la respuesta
inmune de Coffea arabica®%%.

Los analisis filogenéticos mostraron una distribucion de
CNL-CA similar a la observada en la soja y Arabidopsis,
que agrupan CNL en cuatro clados filogenéticos principa-
les. Nuestro arbol filogenético mostré cuatro clados princi-
pales, similares a otras plantas, siete subclados, ademas
de una secuencia segregada®*%*. Ademas, estos resultados
son consistentes con el analisis filogenético que compara
las secuencias CNL de referencia y las secuencias CNL-
CA. Este analisis mostré muchas relaciones filogenéticas
entre CNL-CAy CNL de referencia de A. thaliana y la familia
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Figura 2. (a) Patrones de motivos de CNL-CA, cada bloque de color representa un motivo diferente, la longitud del blo-
que indica el numero de residuos de aminoacidos que lo conforman, y la altura de los bloques indica la frecuencia y el
grado de coincidencia de los motivos en las secuencias analisadas; (b) Bloques de motivos con su secuencia consenso

Solanaceae. El estudio realizado por Noir (2001)'> demos-
tré que el mayor numero de genes de resistencia en Coffea
arabica tiene una relacion evolutiva con los genes de resis-
tencia de tomate y Arabidopsis, similar a lo observado en
este estudio. Los resultados filogeneticos de las secuencias
Ca_3 358 ORF_2 1y Ca_50_488 ORF2_1 sugieren que

las estas pueden ser una respuesta adaptativa a un paté-
geno especifico, lo que puede indicar que se trata de genes
exclusivos del género Coffea. Con respect a la distribucion
cromosoémica de los CNL-CA no fue uniforme, siendo este
resultado similar a los reportes anteriores para C. arabica 'y
otras especies de plantas'®3253237 Ademas, el 71 % de los
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Figura 3. Analisis de maxima verosimilitud de C. arabica CNL.

CNL-CA muestran distribuciones de copias en tandem en
loci alineados con pseudocromosomas de C. canephora.
Estos resultados son similares a los observados en otros
estudios que relacionan estas distribuciones de genes
con los procesos de adaptacion de los patégenos de plan-
tas'%3%2%7  Ademas, estas distribuciones de genes podrian
estar relacionadas con la susceptibilidad de NBS-LRR a
los procesos de recombinacién y duplicaciéon genética. Se
cree que estos fendmenos son el resultado de mecanismos
coevolutivos planta-patégeno; que afectan la inmunidad de
las plantas, especialmente en la inmunidad activada por
efectores (ETI), donde NBS-LRR juega un papel relevan-
te?®. Finalmente, las estructuras proteicas predichas de los
CNL-CA presentaron homologia con las proteinas de re-
ferencia con funciones similares, lo que confirma que los

genes CNL-CA codifican proteinas que son estructuralmen-
te similares a otras CNL vegetales previamente clonadas y
dilucidadas®®.

|
Conclusiones

Los resultados de este estudio sugieren que Coffea
arabica tiene un numero limitado de genes NBS-LRR en
comparacién con otras especies de café, lo que podria ex-
plicar su alta susceptibilidad a patdgenos biotréficos. Sin
embargo, la identificacion de motivos altamente conserva-
dos observados exclusivamente en secuencias del género
Coffea; la distribucion cromosémica con copias en tandem
de estos genes, podria indicar que son el resultado de la
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Figura 4. Analisis de maxima verosimilitud de Coffea arabica y CNL de referencia.

adaptacion a patdgenos exclusivos del café. Utilizar esta
informacién sobre estos R-genes en programas de mejora-
miento genético del café podria ser una estrategia util para
el Desarrollo de nuevas variedades de café, principalmente
en el caso variedades resistentes a patdgenos.
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Tabla Suplementaria 2: Localizacion cromosomica.
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