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RESUMO

O café € uma valiosa exportacdes agricolas mundial, sendo a segunda commodity mais
comercializada. Nesse cendrio, o Brasil se destaca, sendo considerado o maior produtor e
exportador de café no mundo. Essa cultura representa fonte de empregos e agrega volume
considerdvel para a receita do pais, sendo indiscutivel a sua importancia para a conjuntura
socioecondmica local e mundial. Entretanto, estresses abidticos, como a seca, sdo fatores que
afetam significativamente a sua produgdo, os quais requerem a expressdo de genes responsivos
ao estresse, que sdo regulados por uma rede de fatores de transcri¢do. A familia AP2/ERF ¢é
uma extensa familia de fatores de transcricao de plantas que compartilham um dominio de
ligacdo ao DNA bem conservado. Dessa maneira, acredita-se que a identificacdo dos fatores
que controlam os mecanismos de defesa e adaptacido sdo importantes para a sustentabilidade
dessa cultura. Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar, por meio de anélises
in silico, os fatores de transcricdo da familia AP2/ERF em sequéncias genomicas depositadas
em bancos de dados ptblicos de Coffea canephora. Foram realizadas anélises de espécies de
vegetais para busca de proteinas referéncia relacionadas aos fatores de transcri¢do da familia
AP2/EREF e suas ortélogas. A busca de dominios conservados foi realizada utilizando PFAM.
As sequéncias obtidas foram classificadas em arvore filogenética feita com o MEGA X 5.1.
Foram identificadas 39 provéveis proteinas da familia AP2/ERF no proteoma predito de Coffea
canephora. Todas as proteinas identificadas no proteoma predito de Coffee canephora
apresentaram o dominio conservado Apetala 2 (AP2). As andlises demostraram que as proteinas
conservaram aminodcidos essenciais para a func¢do da proteina tais como YRG e RAYD, que
estdo localizados dentro de cada dominio AP2. Este estudo foi capaz de identificar e caracterizar
os provaveis genes da familia AP2/ERF no genoma de Coffea canephora. Esta descoberta abre
novas perspectivas de estudo para a verificagdo e a busca do envolvimento da participagcdo

destes genes na resisténcia do café a seca.

Palavras-chave: Andlises in silico; Coffee canephora; Estresse hidrico.



ABSTRACT

Coffee is one of the most valuable agricultural products in the world and a second most traded
commodity. In this scenario, Brazil stands out, being considered the largest coffee producer and
exporter in the world. This culture represents a source of jobs and adds considerable volume to
the country's revenue, and its importance for the local and global socioeconomic situation is
indisputable. However, abiotic stresses, such as drought, are factors that significantly affect
their production, which require the expression of stress-responsive genes, which are regulated
by a network of transcription factors. The AP2 / ERF family is an extended family of plant
transcription factors that share a well-conserved DNA binding domain. Thus, it is believed that
the identification of the factors that control the defense and adaptation mechanisms are
important for the sustainability of this culture. Thus, the aim of this work was to identify and
characterize, through in silico analyzes, the transcription factors of the AP2 / ERF family in
genomic sequences deposited in public databases of Coffea canephora. Analyzes were
performed using public databases of plant species to search for reference proteins related to the
transcription factors of the AP2 / ERF family and their orthologists. The search for conserved
domains was performed using PFAM. The obtained sequences were classified in a phylogenetic
tree made with MEGA X 5.1. 39 putative AP2 / ERF family proteins were identified in the
predicted proteome of Coffea canephora. All proteins identified in the predicted proteome of
Coffee canephora presented the conserved domain Apetala 2 (AP2). The analyzes showed that
proteins conserved amino acids essential for protein function such as YRG and RAYD, which
are located within each AP2 domain. The analyzes carried out in this work were able to identify
and characterize the probable genes of the AP2 / ERF family in the genome of Coffea
canephora. These findings open an avenue for studies for the verification and search for the

involvement of the participation of these genes in the resistance of coffee to drought.

Palavras-chave: Andlises in silico; Coffee canephora; Estresse hidrico.
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda pela utiliza¢do dos recursos hidricos para a irrigacdo agricola, para
o abastecimento publico e industrial, e para o aproveitamento hidrelétrico (SANTOS;
STEVAUX, 2015), aliados a condi¢des climéticas desfavordveis, tem suscitado a ocorréncia de
conflitos pelo direito de uso das dguas.

Perante esta utilizacdo em demasia, a ideia de grande parte da populacido em relacdo a
dgua € de que tal recurso € infinitamente abundante, além de sua renovacdo acontecer de modo
natural. No entanto, a mesma ocupa 71 % da superficie do planeta, em que 97 % deste total
constituem as dguas salgadas, 2,07 % sdo as dguas doces em geleiras e calotas polares (dgua
em estado s6lido) e apenas 0,63 % restam de dgua doce em vias de ser consumido, nao
totalmente aproveitada devido a questdes de inviabilidade técnica, econdmica e financeira, bem
como de sustentabilidade ambiental (UNESCO, 2015).

Nesse contexto de distribui¢@o hidrica, tem-se o Brasil como o pais de maior abundancia
em agua, concentrando 18 % do potencial hidrico superficial do planeta (ANA, 2010). Porém,
existem consideraveis diferencas quanto a situacao do recurso entre as distintas regides do pais,
nas quais as problemdticas se devem, sobretudo, ao baixo rendimento de utilizacdo,
gerenciamento, contaminagdo e degradacdo ambiental.

Em relacdo ao setor agricola no Brasil, a pratica de irrigacdo das culturas plantadas é
responsavel por 70 % do uso de dgua doce (ANA, 2017). Assim, tal recurso torna-se o elemento
indispensavel ao desenvolvimento agricola, de maneira que se ndo houver o controle e a
administracdo adequados, além de confidveis, ndo existe a possibilidade de promover uma
agricultura sustentavel.

Nesse setor, destaca-se o café, cultura da qual o Brasil tem sido considerado o maior
produtor, assim como exportador em ambito mundial (OIC, 2018). Desse modo, se tornou no
pais uma das “commodities” agricolas de maior importancia, sendo o quinto item agricola mais
exportado (CONAB, 2017).

Contudo, grande parte da producdo cafeeira € limitada por estresses abidticos, como a
seca, considerada o principal estresse que afeta a produg@o no Brasil (PINHEIRO et al., 2004),
de forma que a mesma € responsdvel por uma série de respostas nas plantas, incluindo mudancgas
na expressdo génica, acimulo de metabdlitos e sintese de proteinas especificas.

Indmeras vias de sinalizac@o regulam as respostas de estresse nas plantas. Dentre estas,
tem-se que as modificacOes para aumentar a tolerancia a seca estdo relacionadas a ativagdo e

regulacdo de genes que protegem e mantém as fungdes e componentes da estrutura celular



(WANG et al., 2009). Os produtos dos genes quando induzidos por estresse podem ser
classificados em dois grupos (SHINOZAKI et al., 2003).

O primeiro grupo inclui proteinas que funcionam protegendo as células da desidratacdo,
como as enzimas envolvidas na biossintese de varios osmoprotetores, tais como prolina e
betainas, chaperonas e enzimas detoxificadoras. J4 o segundo grupo inclui os fatores de
transcricdo (FTs), que desempenham um papel fundamental na resposta da planta ao estresse,
por meio da ativacdo de genes especificos (SEKI et al., 2003; SHINOZAKI et al, 2003).

Uma das maneiras de entender como os fatores transcricionais respondem ao estresse
abidtico em plantas é com a utilizacdo de ferramentas de bioinformdtica. Essas ferramentas sdo
usadas para extrair informacdes significativas da grande massa de dados bioldgicos auxiliando
na resposta as perguntas biolégicas (LUSCOMBE, 2001).

O sequenciamento completo do genoma de Coffea canephora foi realizado por um
grupo de pesquisadores participantes de um consoércio internacional composto por 11 paises
(DENOEUD et al., 2014). Os resultados mostraram a presenca de 25.574 genes no genoma.
Para analisar esse grande numero de dados € necessdrio a utilizacdo de ferramentas
computacionais, as quais propiciam o maior entendimento de como os fatores transcricionais
considerados resistentes respondem ao estresse abidtico em C. canephora.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar, por meio de andlises
in silico, os fatores de transcricdo da familia AP2/ERF envolvidos com os mecanismos
associados ao estresse hidrico em sequéncias gendmicas depositadas em bancos de dados

publicos do café.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CAFE

O cafeeiro, que na antiga denomina¢dao nomeava-se cafezeiro, € uma planta nativa do
continente africano, especificamente da Etidpia, que teve sua inser¢do por volta do ano de 1727
no Brasil, ao norte do pais, através das Guianas (SAES; NAKAZONE, 2004). J4 no ano
seguinte, foi introduzido no Maranhao, se expandindo para os Estados vizinhos, em pequenas
plantagdes, atingindo a Bahia em 1773. Algumas sementes de café foram entdo transportadas
do Maranhdo para o Rio de Janeiro, local em que se fomentou a amplia¢do da cultura na Serra
do Mar (ALONSO-SALCES et al., 2009).

O café € uma das commodities agricolas mais importantes no mundo. Responsavel por
quase metade do total das exportagdes de produtos tropicais, configura-se como o segundo
maior no mercado mundial de produtos naturais, sendo o petréleo o primeiro (OIC, 2018).

Nesse sentido, o Brasil detém a lideranca internacional em producio e exportacao desse
produto, sendo o maior produtor global de graos de café por mais de 100 anos. Tem-se que as
plantacdes de café recobrem cerca de 27.000 km? do pais, em sua maioria localizadas em Minas
Gerais, Sao Paulo, e Parand, estados onde o clima e a temperatura sdo ideais para producao
dessa cultura (CONAB, 2017).

Dentre as inimeras espécies deste género, apenas duas t€m importancia econdmica:
Coffea arabica L., conhecida como “café ardbica” e Coffea canephora Pierre, conhecida como
“café robusta”. Devido a sua superioridade na qualidade de bebida, o C. arabica responde por
mais de 70% do café produzido no mundo (CONAB, 2015).

O cafeeiro € uma planta perene, dicotiledonea de folhas persistentes e flores
hermafroditas, porte arbustivo ou arbéreo e caule lenhoso. Quanto ao cafeeiro ardbico, este tem
altura média de 3 a 5 metros, podendo alcangar 10 m. Seu tronco tem de 8 a 10 cm de didmetro
e suas raizes podem chegar até 1,5 m de profundidade. As flores possuem fragrancia de jasmim
(CLARKE; MACRAE, 1989). Evolutivamente, o inicio da diversificacdo deste género ocorreu
entre 5 e 25 milhdes de anos atrds (CUBRY et al., 2008).

Espécie mais cultivada devido a sua qualidade superior, quando comparada com outras
espécies ao ser cultivada em ambientes de planalto, é considerada por obter uma melhor
qualidade da bebida. Tem-se que este fato parece depender da qualidade e quantidade de
compostos, tais como agucares armazenados no endosperma do fruto durante a sua maturacao

(GEROMEL et al., 2006; LEROY et al., 2006).
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C. canephora, esta é uma espécie alégama, dipldide (2n = 2x) = 22 cromossomos, que
apresenta autoincompatibilidade do tipo gametofitica, controlada por um tnico gene com Vvarios
alelos. Este mecanismo impede a ocorréncia de autofecundagcdo e de cruzamentos entre
individuos aparentados, em consequéncia de interagdes entre proteinas presentes no pdlen e no
estigma, apresentando variabilidade genética significativa (SOUZA et.al., 2015).

Ainda, o C. canephora € mais bem adaptado as planicies equatoriais quentes e imidas,
sendo considerado mais resistente a doengas e pragas, apresentando um maior teor de cafeina
do que C. ardbica. Entretanto, a bebida preparada com seus graos é caracterizada como neutra,

de sabor leve, e eventualmente amarga (LEROY et al., 2005).

2.2 Estresse hidrico

As plantas podem ser expostas a multiplos estresses abidticos (alteragdo ambientais),
tais como déficit hidrico, excesso de salinidade, temperaturas extremas e uso descontrolado de
defensivos agricolas. Esses fatores limitam austeramente o crescimento e a reproducdo, e
consequentemente a produtividade agricola, de maneira que, geralmente, as plantas respondem
as mudancas ambientais de um modo complexo e integrado, por meio de mudangas
morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares (LATA et al., 2011).

Indmeras vias de sinaliza¢ao regulam as respostas de estresse nas plantas. Nesse sentido,
as modificagdes para aumentar a tolerancia a seca estio relacionadas a ativacdo e regulacao de
genes que protegem e mantém as fun¢des e componentes da estrutura celular (WANG et al.,
2009).

Os produtos dos genes induzidos por estresse podem ser classificados em dois grupos:
aqueles que protegem diretamente contra estresses e aqueles que regulam a expressao de genes
e a transdugdo de sinais em resposta ao estresse (HASEGAWA et al., 2000; SHINOZAKI et
al., 2003).

O primeiro grupo inclui proteinas que funcionam protegendo as células da desidratacdo,
como as enzimas envolvidas na biossintese de varios osmoprotetores, tais como prolina e
betainas, chaperonas e enzimas detoxificadoras. J4 o segundo grupo inclui os fatores de
transcricdo (FTs), que desempenham um papel fundamental na resposta da planta ao estresse,
por meio da ativacdo de genes especificos (SEKI et al., 2003; SHINOZAKI et al, 2003).

As respostas das plantas ao estresse abidtico podem ocorrer em vias dependente ou
independente da presenca de acido abscisico (ABA) (NEPOMUCENO et al., 2001)

O ABA € um importante hormonio regulador do crescimento em plantas e desempenha

papel fundamental nas respostas fisioldgicas e de desenvolvimento das mesmas (LATA et al.,
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2011). Tal hormonio atua na regulacdo de sinalizacdo de estresse, em vias de transdugdo de
sinal, com a capacidade de desencadear na planta uma resposta ao estresse, induzindo o
fechamento dos estdmatos, para que a perda de dgua através da transpiragdo seja reduzida, com

a finalidade de melhorar a eficiéncia na utilizacdo da dgua pelas plantas (LATA et al., 2011).

Figura 1 - Representacdo esquemadtica da regulacdo da transcricio pelos elementos de
atuacdo em cis, e os fatores de transcri¢do envolvidos na resposta ao estresse abidtico, via
dependente e independente de ABA

ou ferimento i 1 l
Transducgio de sinal ‘

Estresseabidtico

JA Biossintese de ABA - pioyy ABA independente
il . )(< NAC DREB2 | DREBI/CBF
FHLOres > 4 N - f - - ¥ - i iy
1 ILI(hl MYB2. MYC2 NAC AREB/ABE HD-ZIP || (AP2ERF) (APYZERF)
transcricio | (MYB, MY C) || (RD26) (hZIP)
Elementos MYBRS, MYCRS 1 \BRF ERDI DRE/CR]
cis-atuantes (YAACR, CANNTG) (ACGTGGO) ' (GIACCGAC)
RD29A
Expressio RD22 Gly  RD29B, RD20A
aénica l l 1 l

Funcgiio
génica Produtos genicos envolvidos na resposta ao estresse ¢ na tolerancia

Fonte: (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).2.3 Fatores de transcri¢ao (TFs)

Os fatores de transcricdo sdo proteinas que se conectam ao DNA, em uma regido
especifica do mesmo, nomeada dominio de liga¢gdo, de modo que tal agdo culmina na regulacao
de genes, ocorrendo a ativacdo ou entdo a supressao da transcri¢ado (PTASHNE, 1988; SALEH;
PAGES, 2003).

De acordo com Nepomuceno et al. (2011) os TFs se encontram inseridos nas etapas
iniciais da expressdo e regulacdo de diversos grupos de genes, como resposta aos estresses
ambientais.

Por controlar a expressdo de varios grupos de genes, os fatores de transcri¢cao, nos dias
de hoje, s@o o foco de estudos, com o intuito de provocar o aumento da resisténcia de plantas a
estresses abiodticos (FARIA, 2009). Assim, entender como atuam os TFs em plantas expostas a
condi¢Oes de estresse hidrico, € de extrema relevancia para o desenvolvimento de culturas que

sejam mais tolerantes, quando submetidas a essas condicoes.

2.3.1Familia AP2/ERF
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A familia AP2/ERF ¢ constituida por uma ampla quantidade de fatores de transcri¢do
(SAKUMA et al., 2002) que ocorrem em multiplas espécies de plantas monocotileddneas e
dicotileddneas, com fungdes relevantes nas respostas a estresses bidticos e abidticos (SALEH;
PAGES, 2003; SHARMA et al., 2010). Cada proteina dessa familia de fatores de transcri¢ao
possui um dominio AP2/ERF extremamente conservado (SAKUMA et al., 2002), composto
por aproximadamente 60 a 70 aminodcidos (JOFUKU et al.,, 1994; HAO et al., 1998;
RIECHMANN et al., 2000; SHEN, 2013; NAKANO et al., 2006).

Os aminoacidos dos dominios AP2/ERF das subfamilias ERF, DREB, RAV e AP2 tém
inicio pelo motivo YRG terminando com NFP (ou similar) (DAL CERO, 2010). Tem-se que a
elevada especificidade de reconhecimento e de ligacdo ao DNA no dominio AP2/ERF deriva
da presenca de uma valina na posi¢do 14 e de um acido glutamico na posi¢ao 19 no dominio de
ligacdo (LATA; YADAV; PRASAD, 2011; SHEN, 2013).

Nakano et al. (2006), identificou genes da familia AP2/ERF em A. thaliana que
possuiam o dominio de ligacio AP2/ERF, entretanto, as sequéncias desses genes exibiam baixa
homologia, quando comparadas a outros genes AP2/ERF.

O dominio de ligacio ao DNA dos fatores de transcricio da familia AP2/ERF ¢é
demasiadamente conservado e se liga de modo especifico aos elementos DRE/ CRT no
promotor dos genes responsivos ao estresse (SHEN, 2013), ativando a transcri¢do de tais genes
(AKHTAR et al., 2012).

O elemento DRE de atuagdo em cis esta, sobretudo, relacionado a regulacdo de genes
em via independente de ABA, em condi¢des de seca, salinidade e baixas temperaturas
(AKHTAR et al., 2012). Este elemento € constituido por nove nucleotideos (TACCGACAT)
(SAKUMA et al., 2002; THOMASHOW, 1999), enquanto CRT possui uma sequéncia de cinco
nucleotideos (CCGAC) (BAKER; WILHELM; THOMASHOW, 1994).

2.4 BIOINFORMATICA

A Bioinformatica surgiu na década de 1980, a fim de superar as fronteiras das ci€ncias
por meio do desenvolvimento de novas abordagens, capazes de promover a andlise e a
apresentacao de dados biolégicos, bem como de garantir a pesquisa de novos métodos para a
resolugdo de complexas perguntas (LESK, 2014).

As ferramentas de bioinformadtica sdo importantes no aperfeicoamento e na integracao
de diversas dreas do conhecimento. Assim, essa capacidade tem inspirado uma grande

quantidade de novos projetos e/ou pesquisas que visam o sequenciamento do genoma € a
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descoberta de novas caracteristicas entre as espécies (TREANGEN; SALZBERG, 2012).
Diante tal fato, tétm surgido diversas areas do conhecimento, tais como a protedmica,
responsavel por analisar e identificar as proteinas expressas (WRIGHT et al., 2012) e a
transcriptomica, que estuda a transcricdo do DNA para o RNA (STUART et al., 2003).

Um dos beneficios em utilizar ferramentas de bioinformética na resoluc@o de problemas
bioldgicos se encontra nos bancos de dados publicos online, os quais oferecem informacdes
detalhadas de moléculas ou funcdes especificas. O NCBI (National Center for Biotechnology
Information), por exemplo, abriga em seu site um banco de dados de genes, genomas, RNAs,
proteinas, artigos, livros, entre outros (CLARK et al., 2016).

Com os mais variados tipos de projetos de sequenciamento de genomas, geram-se
também um grande numero de dados. Assim, € necessdria a utilizacdo de ferramentas
computacionais para anélise destes dados gerando informagdes relevantes para o estudos dos
organismos. As ferramentas de bioinformética sdo ferramentas usadas para extrair informacdes
significativas da grande massa de dados bioldgicos auxiliando na resposta as perguntas

bioldgicas (LUSCOMBE, 2001).

2.4.1Sequenciamento de nova geracao

O sequenciamento genético € uma série de métodos bioquimicos que t€ém como objetivo
determinar a ordem das bases nitrogenadas presentes no material genético: adenina (A), guanina
(G), citosina (C) e timina (T) (GRIFFITHS et al., 2008).

Virias tecnologias promovem o sequenciamento de segunda geracdo em plataformas
capazes de gerar informacdo sobre milhdes de pares de bases em uma unica corrida
(CARVALHO; SILVA, 2010).

Os crescentes nimeros de sequenciadores de segunda geracdo causaram crescimento
exponencial no nimero de genomas sequenciados Isto se deve ao fato de que os novos métodos
de sequenciamento aumentaram a velocidade de geracdo de dados em cerca de 100.000 vezes
por década desde que o sequenciamento do genoma humano foi completado em 2003. Esses
novos métodos sdo capazes de sequenciar todo o genoma humano em poucos dias
(TREANGEN; SALZBERG, 2012).

Assim com o aumento da quantidade de dados, se fez necessario que as informagdes
sequenciadas fossem gerenciadas por um Banco de dados, pois além das informagdes

genOmicas armazenadas em arquivos e bancos de dados, a manipulagdo, observacao e a andlise
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desses dados, produzem novas informacdes que sdo armazenadas em formato de textos ou em
novos bancos de dados (NCBI, 2015).

Existem diversos bancos de dados bioldgicos destacando-se, o NCBI (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/), o EBI (European Bioinformatics Institute) (http://www.ebi.ac.uk/) e o

DDBIJ (DNA Data Bank of Japan) (http://www.ddbj.nig.ac.jp/).

2.4.2 Sequenciamento gendémico coffea

O Projeto Brasileiro do Genoma Café foi desenvolvido em parceria entre CBP & D café
(Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café - PBGC), FAPESP (Fundacao
de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo), e Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologias. Foi desenvolvido para acrescentar e implantar ferramentas uteis para a
descoberta de genes e andlises genéticas funcionais em espécies de café e relacionados, e para
auxiliar no avanco do conhecimento sobre a estrutura e evolu¢do do genoma do café
(MONDEGO et al., 2011; VIEIRA et al., 2000).

Para isso, 214.964 clones foram aleatoriamente escolhidos de 37 bibliotecas de cDNA
de C. arabica e C. canephora e entdo sequenciados. O sequenciamento resultou na anotacao de
153.739 sequéncias. Os ESTs foram agrupados em 17.982 contigs € em 32.155 singlets
(VIEIRA et al., 2006).

Os dados obtidos no PBGC foram armazenados em duas plataformas de bioinformatica.
Uma delas desenvolvida pelo Laboratério de Gendmica e Expressdo e estd disponivel desde o
segundo semestre de 2004. J4 a outrafoi disponibilizada em marco de 2007, foi criada pela
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Cenargen (EMBRAPA, 2012).

No ano de 2010 iniciou-se o sequenciamento estrutural completo do coffea, o qual teve
como objetivo sequenciar 700 milhdes de pares de bases (Mb), utilizando-se tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo associadas a informacdes ja disponiveis para o género, como
de marcadores moleculares, bancos de sequéncias parciais € mapas genéticos (BERTRAND,
2010).

A diferenca entre o sequenciamento completo do genoma (estrutural) para aquele obtido
ha 10 anos (funcional) € que o estrutural permite aos cientistas ter conhecimento sobre a ordem
dos genes dentro das sequéncias de DNA e das regides intergénicas que compdem o genoma, 0
que ndo & possivel ver no sequenciamento funcional. E como se o sequenciamento permitisse a

"radiografia" do genoma de cada planta, o que permite acelerar o melhoramento genético do



15

cafeeiro de caracteristicas relacionadas a produtividade, a precocidade, a tolerincia a estresses

climéticos e  resisténcia a doencas, por exemplo (INFOCAFE, 2014; EMBRAPA, 2014).

2.2.4 Sequenciamento do genoma estrutural de Coffea canephora

O sequenciamento completo do genoma do café (Coffea canephora) foi publicado na
revista Science (DENOEUD et al., 2014). Este projeto foi fruto de um consoércio internacional
composto por 11 paises — Brasil, Franca, Itdlia, Canad4, Alemanha, China, Espanha, Indonésia,
Austrélia, India e Estados Unidos. Os inéditos resultados encontrados possibilitardo prever o
desenvolvimento de algumas caracteristicas de interesse agrondmico e acelerar o melhoramento
genético do cafeeiro (INFOCAFE, 2014)

O sequenciamento do C. canephora foi realizado por Denoeud et al. (2014). Os autores
sequenciaram 54,4 milhdes de reads pelo método do Shotgun, com sequenciador Roche 454,
acrescido de 143.605 reads de cromossomo bacteriano artificial, geradas por sequenciamento
com Sanger dupla hapléide, o que representou uma cobertura de aproximadamente 30x o
genoma de 710 Mb. Dados adicionais de sequenciamento [llumina (60 x) foram utilizados para
melhorar a montagem (DENOEUD, et al. 2014).

Os resultados foram 25.574 genes codificadores de proteinas, 92 precursores de
microRNA e 2573 transferéncias de genomas organelares para nucleares. Os elementos
transponiveis representam aproximadamente 50% do genoma, dos quais aproximadamente
85% sao retrotransposons de repeticao longa terminal (LTR). A comparacdo em larga escala
entre os retrotransposons LTR de C. canephora e os genomas de plantas de referéncia mostra
excelente conservagdo de vdrios grupos em genomas relacionados a distancia, sugerindo que as
transferéncias horizontais de elementos mdveis podem ser mais frequentes do que o geralmente
reconhecido (DENOEUD, et al. 2014).

O sequenciamento completo do genoma de C. canephora resultou em uma reducio
significativa em tempo e custo na selecdo de plantas com caracteristicas de interesse. Assim, 0
genoma de referéncia juntamente com as tecnologias de sequenciamento de nova geracao
constitui uma ferramenta de referéncia para a pesquisa de genética molecular e genética de

populagdes em espécies de café (BIANCO et al., 2016).
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ABSTRACT

Coffee is one of the most valuable agricultural exports in the world and the second most traded
commodity. In this scenario, Brazil stands out, being considered the largest coffee producer and
exporter in the whole world. However, abiotic stresses such as drought, significantly affect its
production, which requires the expression of stress-responsive genes, regulated by a network
of transcription factors. The AP2 / ERF family plays an important role in the development and
expression of genes that regulates the defense response in plants. Thus, the aim of this work
was to identify and characterize, through in silico analysis, the transcription factors of the AP2
/ ERF family in the genome of Coffea canephora. Analyses using public database of plant
species were performed identifying and characterizing 39 putative proteins similar to the the
AP2 / ERF family in Coffea canephora genome. All putative proteins identified in the predicted
Coffee canephora proteome had the Apetala 2 (AP2) domain conserved in their structures.
These putative AP2 / ERF proteins found in Coffea canephora showed conserved amino acids
mainly in YRG- and RAYD-motifs that have been located within AP2 domain. Phylogenetic
distribution of the C. canephora proteins showed high similarity when compared to orthologous
proteins from each clade. Thus, the identification and characterization of the putative AP2 /
ERF family proteins in coffee genome may help to develop an interesting approach in

improvement strategies for drought resistance in C. canephora.

Keywords: water stress, coffee canephora, transcription factors, in silico analysis.
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3 INTRODUCTION

Coffee is one of the most important agricultural commodities in the world (DAVIS
et al. 2011) and the main livelihood for over 125 million people, being produced in over 60
countries. Furthermore, coffee plants are responsible for almost half of total tropical product
exports, being the second largest in the world market of natural products, after oil. In this
scenario, Brazil has been considered the worldwide largest coffee producer and exporter (IOC,
2018). Thereby, coffee has become one of the most important agricultural commodities in the
country (CONAB, 2017). Coffee belongs to the genus Coffea and has two species of greater
economic importance, Coffea arabica and Coffea canephora (10C, 2018).

However, much of coffee production is limited by abiotic stresses, such as drought,
considered the main stress that affects production in Brazil (PINHEIRO et al. 2005). Drought
is responsible for a variety of plant responses, including changes in gene expression, metabolite
accumulation and specific protein synthesis (SOUZA et al. 2015). C. canephora has wide
genetic variability and greater resistance to pests and drought tolerance (SOUZA et al., 2004).

Innumerable signaling pathways regulate stress responses in plants. Thus,
modifications to increase drought tolerance are related to activation and regulation of genes that
protect and maintain cellular structure functions and components (WANG et al. 2009). Stress-
induced gene products can be classified into two groups (SHINOZAKI et al. 2003).

The first group includes proteins that function to protect cells from dehydration,
such as enzymes involved in the biosynthesis of several osmoprotectors, such as prolines,
betaines, chaperones, and detoxifying enzymes. The second group includes transcription factors
(FT), which play a key role in plant stress response through activation of specific genes (SEKI
et al. 2003; SHINOZAKI et al. 2003).

Transcription factors are proteins that attach to DNA in a specific region known as

abinding domain (SALEH & PAGES, 2003). This connection results in gene regulation leading
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to activation or suppression of transcription. TF are present in early stages of expression and
regulation of several gene groups, whether they are involved in response to environmental
stresses or not (NEPOMUCENO et al. 2001).

The AP2 / ERF family is one of the largest families of transcriptional plant factors.
This family plays some key roles, not only in the response of plants to various stresses, but also
in plant growth and development (HUANG et al. 2016).

Up to date several studies were conducted focusing on the identification of family
AP2 / ERF in plant species, such as: cabbage (Brassica oleracea) (THAMILARASAN et al.
2014), eucalyptus (Eucalyptus grandis) (CAO et al. 2015), potato (Solanum tuberosum)
(CHARFEDDINE et al. 2015), grape (Vitis vinifera) (LICAUSI et al. 2010) and Arabidopsis
thaliana (NAKANO et al. 2006).

One of the ways to understand how transitional factors respond to abiotic stress in
plants is with the use of bioinformatics tools. These are used to extract significant information
from the large mass of biological data to assist in answering biological questions (LUSCOMBE,
2001).

The complete sequencing of the C. canephora genome was performed by an
international consortium composed by researchers from 11 countries (DENOEUD et al., 2014).
The results showed the presence of 25.574 genes in the genome. To analyze this large number
of data, it is necessary to use computational tools, which will provide an understanding of how
the transcriptional factors considered resistant respond to abiotic stress in C. canephora.

Thus, the aim of this paper was to identify and characterize the transcription factors
of the AP2 / ERF family involved with the mechanisms associated with the response to water

stress in public databases of C. canephora, using in silico analyses.
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4 MATERIAL AND METHODS

The putative AP2 / ERF family transcription factors were identified and selected by
mining C. canephora protein sequences from public coffee database such as CAFEST
(http://bioinfo04.ibi.unicamp.br), Coffee Genome Hub (http://coffee-genome.org/) and NCBI
(National Center for Biotechnology Information) using BLASTp and plant reference proteins

10 were selected. Reference

as queries [24]. Blastp C. canephora hit showing cutoff values < e~
AP2 / ERF family transcription factor proteins from those considered model organisms such as
A. thaliana and other plant species such as Camellia sinensis, Hevea brasiliensis, Vitis vinifera,
Manihot esculenta, Lactuca sativa, Nicotiana tabacum and C. arabica, were searched in the
NCBI (National Center for Biotechnology Information) using BLASTp tool to obtain a full set
of putative orthologue proteins to compare with the C. canephora putative proteins. Analyses
of protein family domains and distribution of functionally active amino acids in the putative
proteins were performed using the PFAM (version 32.0 http://pfam.sanger.ac.uk) and
Conserved Domains Database (CDD) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/). The putative
protein sequences were used to perform multiple sequence alignments - MSA using
CLUSTALX 2.1 with the default settings (Larkin et al. 2007). A phylogenetic tree was used to
reconstructs phylogenies using the neighbour-joining method by iteratively joining pairs of
nodes method and the Jones-Taylor-Thornton model (Tamura et al. 2013). A bootstrap
consensus tree with 2,000 replicates was used to represent the evolutionary history of the taxa
analyzed. The molecular phylogenetic analyses were conducted using MEGA X 5.2 software
(Tamura et al. 2011). All positions containing gaps and missing data were eliminated from the

dataset. The protein domain logos were generated using WebLogo — 2.8.2

(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi).
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5 RESULTS

39 putative C. canephora transcription factors that encode AP2/ERF proteins which
contain a complete AP2 domain, were identified by mining available C. canephora databases
and Blastp tool.

The predicted proteins identified in the C. canephora database and their orthologue
proteins from plant species, as well as their coding transcript ID followed by their respective
sizes (in amino acids), the Conserved Domains and Blastp e-value were reported in Table 1.

For characterization of the predicted AP2/ERF proteins, sequences of putative
orthologous of C. canephora proteins were obtained from NCBI database . The amino acid
sequences of C. canephora AP2/ERF putative proteins were used as a query in the analysis
against the NCBI RefSeq database using Blastp tool selecting the best hits. The fasta sequence
of those proteins were retrieved and used to perform conserved domain analysis, phylogeny
analysis and global alignment analysis.

The analyses revealed that C. canephora AP2/ERF putative proteins are conserved at
the amino acid level compared to their orthologue AP2/ERF proteins from diverse plant species
such as A. thaliana, Camellia sinensis, Hevea brasiliensis, Vitis vinifera, Manihot esculenta,
Lactuca sativa, Nicotiana tabacum and Coffea arabica.

C. canephora AP2/ERF putative proteins displayed a highly conserved AP2 domain
with approximately 60-70 amino acid residues in their consensus sequences, as shown in Figure
1.

C. canephora AP2/ERF putative proteins showed 2 conserved sequence groups within
each AP2 domain. The first group named as YRG element (Figure 2) and the second group
RAYD element (Figure 2). Also, in this context, several invariant amino acid residues in the
YRG and RAYD elements had been found and may also play a critical role in the structure or

function of these proteins.
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Phylogenetic analysis was performed to evaluate the evolutionary relationship of the
putative proteins found in C. canephora against their orthologue proteins Phylogenetic tree
(Figure 3) displayed 32 distinct clades of the transcription factor AP2/ERF proteins. This
inferred that the putative proteins found in C. canephora, probably refer to sequences of

transcriptional factors involved in the plant response to water stress.

6 DISCUSSION

39 putative C. canephora transcription factors that encode AP2/ERF proteins which
contain a complete AP2 domain, were identified by mining available C. canephora databases
and Blastp tool. (Table 1). It is composed of a large number of transcription factors (SAKUMA
et al., 2002) that are present in many species of monocotyledonous and dicotyledonous plants
(Saleh and Pagés, 2003).

Expression analyzes of the AP2 / ERF family genes in tomato (Sharma et al 2010), rice
(Sharoni et al. 2011), soybean (Zhang et al. 2008) and pepper (Capsicum annuum L.) JIN et al.,
2018, reveal that many genes in this family are induced by high or low temperature or
dehydration.

The protein sizes of C. canephora AP2/ERF putative proteins corroborated to the
orthologue protein sizes in model organisms, such as A. thaliana (Table 1). For example, the
putative ERF020 protein Cc10_g09120 showed 137 amino acids and its orthologue, found in
A. thaliana (NP_177307.1), presented 143 amino acid residues. The putative ERFO11 protein
Cc07_g06220 showed 164 amino acids and its orthologous, found in A. thaliana
(NP_190595.1), showed 153 amino acid residues. The putative ERF098 protein Cc01_g18400
showed 155 amino acids and its orthologous, found in A. thaliana (NP_188964.2), showed 139
amino acid residues. The consistency between the sizes of C. canephora proteins and their

orthologous is an indication of the high conservation of this pathway in plant organisms.
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Some of the ERFs have acted as transcription activators such as ERF98 and ERFO11
(CEVIK et al., 2012). Transcriptional activators are DNA-binding proteins that interact with
the Mediator complex and subsequently recruit RNA polymerase 11 (RNAP II) and other
components to form the pre-initiation complex (PIC) in the promoter region of targeted genes
(CONAWAY & CONAWAY, 2011). In this work we found both ERFs considered as
transcription activators, ERF98 and ERFO11, in the C. canephora database.

The ERF8 found in C. canephora (Cc01_gl8710) showed 184 amino acids,
corroborating the sizes of the orthologue proteins from Prunus persica and Nicotiana attenuate.
The C. canephora ERF8 showed the same conserved domains (AP2) compared to orthologue
proteins. Proteins within a subgroup that share these conserved domain are likely to have similar
functions. ERF8 is a part of the complex network of protein-protein interactions that are
transcriptionally regulated by ABA (LUMBA et al., 2017). ABA is closely related to tolerance
to several stress conditions. Many genes expressed during different abiotic stress conditions
depend on the presence of ABA (TAIZ; ZEIGER, 2004). ERF8 was also recently identified as
part of an ERF transcription factor network, along with ERF98, which controls osmotic stress
(VAN DEN BROECK et al., 2017).

All proteins in this study identified in the predicted proteome of C. canephora presented
the conserved domain Apetala 2 (AP2) (Figure 1). The conserved Apetala 2 (AP2) motif was
found in all 19 proteins studied from Brassica napus L (Colza) (Wang et al 2019). This highly
conserved domain have shown in its consensus sequence approximately 60-70 amino acid
residues, which confer a typical three-dimensional conformation organized in a layer of three
antiparallel beta sheets followed by a parallel alpha helix (Dinh et al. 2012; (Allen et al., 1998).

The AP2 family is one of the largest families of transcriptional plant factors (Riechmann

and Meyerowitz, 1998). They play a role in regulating transcription, which involves complex
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growth processes, biological stresses, seed germination, flower growth, aging, fruit arrival, salt
response, drought, low temperature, and pathogen attack (Aukerman et al., 2003).

The binding of transcription factors occurs by the interaction of the promoter region of
the target genes with the proteins responsible for the activation or repression of gene expression.
This connection happens in a specific way to each stimulus and also due to the conserved AP2
/ ERF domain (LI et al., 2018). With the interaction of transcription factors AP2 / ERF and gene
promoters, mechanisms that lead to adaptation of plants to stress are activated, enabling them
to survive to abiotic stress conditions (Xie et al., 2019; Okamuro et al., 1997).

Two protein motifs were observed in the AP2 domain of C. canephora ERFs, YRG and
RAYD, corroborating with literature. These two motifs are critical in activating DNA binding
to modulate the expression of target genes and protein-protein interaction (Okamuro et al.
(1997). Weblogo showed the level of conservation of each amino acid residues within both
motifs. YRG and RAYD motifs were higly conserved highliting the glycine residue (G) in YRG
showed with 100% of identity among all C. canephora proteins and the residue aspartic acid
(D) in RAYD motif.

The YRG motive (Figure 2) is about 19 and 22 amino acids, is highly basic and contains
the conserved amino acid motive located at the N-terminal portion. The RAYD site (Figure 2)
is about 42 and 43 amino acids long and contains a highly conserved 18 amino acid central
region, located in the C-terminal portion, which forms an amphipathic a-helix in the AP2
domains (Kizis, 2001; Okamuro et al., 1997).

The amino acids of the AP2 / ERF domains begin with the YRG motif ending with NFP.
The high recognition and binding specificity for DNA in the AP2 / ERF domain is due to the
presence of a valine (V) at position 14 and a glutamic acid (E) at position 19 in the connection

domain (Lata et al., 2011). In the same way, there are several invariant amino acid residues in
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the YRG and RAYD elements that may also play a critical role in the structure or function of
these proteins.

All the studied proteins presented a conserved glycine residue (G), in the active sites
YRG. These residues within the YRG element are invariable throughout the AP2 domain and
have shown to be important for the AP2 function. In the AP2 domain, two amino acids, a 14
valine (V) and a 19 glutamate (E), play a key role in determining DNA binding specificities
(Sakuma et al., 2002).

The phylogenetic distribution (Figure 3) of C. canephora AP2/ERF putative proteins
showed these proteins clustering with their orthologue proteins, due to their evolutionary
proximity. The analysis demonstrated that all ERF groups can be classified based on AP2
domains, corroborating with Sakuma et al. (2002).

AP2 / ERF protein members were classified into three main families (AP2, ERF and
RAYV) based on the number of AP2 domains present (Nakano et al., 2006). The AP2 family
proteins contain two repeated AP2 / ERF domains. RAV family proteins, besides to a single
AP2 / ERF domain, contains a B3 domain, which is a DNA binding domain conserved in other
TFs, and ERF family proteins contain a single AP2 / ERF domain (Sakuma et al., 2002; Nakano
et al., 2006).

The phylogenetic analysis of C. canephora AP2/ERF putative proteins and their
orthologous allowed the distribution in the three different classes of AP2 / ERF proteins
corroborating as previously described by Nakano et al., 2006.

Transcription factors represent ideal targets for plant breeding, whether traditional or
assisted by genetic engineering, with specific characteristics related to stress tolerance or higher
yield. In particular, ERF genes are among the most interesting FTs, as they have been selected

through evolution to regulate a number of stress response pathways (Licausi et al. 2013).
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In conclusion, 39 AP2 / ERF genes were identified in C. canephora genome using public
plant databases. All proteins identified in the predicted proteome of C. canephora presented the
conserved domain Apetala 2 (AP2). The results obtained demonstrated that the ERF proteins
from C. canephora were conserved at the amino acid level mainly in the AP2 domain and the
active sites YRG and RAYD. Therefore, identifying and characterizing the drought resistance
genes in C. canephora contributes to improving the understanding of the AP2 / ERF family
genes, which despite being composed of a large number of transcription factors, few are still
studied. The identification of these genes, can contribute to the development of crops more

tolerant to drought.
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FIGURE LEGENDS
Table 1 — Coffea canephora transcriptional factors and their orthologs involved in water stress

response.

Figure 1 - Evolutionary conservation of proteins in Coffea canephora. Each domain is
represented by a green rectangle between the beginning and end of protein amino acid
residues. The size of each protein is indicated at the end of each sequence and the comparative

values of each domain are indicated to the right of each sequence.

Figure 2 - Amino acid residues involved in active site formation identified in Coffea
canephora. The cysteine residue (YRG and RAYD) appears to be the active site (indicated by

blue arrows), while the other amino acid residues are probably involved in other ways.

Figure 3 - Phylogenetic distribution of AP2 / EFR sequences found in Coffea canephora data

against its orthologous organisms.
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Table 1 — Coffea canephora transcriptional factors and their orthologs involved in water stress

response.
Conserved | Blastp (e-
Gene ID organism Organism Size (aa) Domains value)
AP2
Cc06_g12520 Coffea canephora 218 domain 3.3¢-%
AP2
ERFO17
Cc08_g07780 Coffea canephora 228 domain 1.2e-1°
AP2
NP_173355.3 | Arabidopsis thaliana 185 domain 6.6e-12
AP2
Cc10_g09120 Coffea canephora 137 domain 3.8e-"
ERF020
AP2
NP_177307.1 Arabidopsis thaliana 143 domain 3.9¢-%8
AP2
Cc07_g06220 Coffea canephora 164 domain 1.9¢-10
ERFO11
AP2
NP_190595.1 Arabidopsis thaliana 153 domain 3.1e-"!
AP2
Cc10_g10960 Coffea canephora 249 domain 5.6e-!!
ERFO014
AP2
NP_175104.1 Arabidopsis thaliana 211 domain 4.2e-1
AP2
Ccl1_g10210 Coffea canephora 381 domain 2.4e-1!
ERF118
AP2
NP_177022.1 | Arabidopsis thaliana 324 domain 2.8e-12
AP2
Cc02_g39490 Coffea canephora 263 domain 2.0e-1?
ERF23
AP2
NP_563624.1 Arabidopsis thaliana 192 domain 1.0e-!"!
AP2
ERF039
Cc02_g24810 Coffea canephora 296 domain 4.7 e-1
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AP2
Cc08_gl12160 Coffea canephora 223 domain 1.4 e-12
AP2
NP_193408.1 Arabidopsis thaliana 179 domain 1.1e-"!
AP2
Cc06_g05340 Coffea canephora 244 domain 2.0e-?
ERF24
AP2
NP_181186.1 Arabidopsis thaliana 184 domain 5.0e-12
AP2
Cc03_g05400 Coffea canephora 170 domain 2.5e-1
AP2
ERF098
Cc01_g18400 Coffea canephora 155 domain 2.0e-1
AP2
NP_188964.2 | Arabidopsis thaliana 139 domain 1.6e-'4
AP2
Cc05_g06840 Coffea canephora 493 domain 42e-12
ERF54
AP2
NP _194543.1 Arabidopsis thaliana 292 domain 2.5e-13
AP2
Cc02_g13680 Coffea canephora 146 domain 3.1e-3
ERF12
AP2
XP _002279760.1 Vitis vinifera 152 domain 3.4e-13
AP2
Cc08_g00110 Coffea canephora 193 domain 1.3e-!!
AP2
ERF003
Cc04_g04880 Coffea canephora 182 domain 3.1e-!
AP2
XP_016462558.1| Nicotiana tabacum 199 domain 3.6e-!
AP2
Cc03_g07870 Coffea canephora 426 domain 3.7e-12
ERF062
AP2
XP_002268004.1 Vitis vinifera 442 domain 7.3e-11
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AP2
Cc08_g15980 Coffea canephora 310 domain 5.0e-"3
ERF61
AP2
NP_176620.1 Arabidopsis thaliana 335 domain 5.7e-13
AP2
RAP2- | Cc06_g23190 Coffea canephora 287 domain 2.7e-13
11 AP2
NP_197480.1 Arabidopsis thaliana 253 domain 7.9¢-13
AP2
RAP2- | Cc04_g00840 Coffea canephora 404 domain 5.0e-!"
12 AP2
NP_001031185.1| Arabidopsis thaliana 358 domain 1.0e-12
AP2
Cc01_g21090 Coffea canephora 328 domain 1.5e-!!
ERFO071
AP2
NP_182274.1 | Arabidopsis thaliana 171 domain 1.4e-12
AP2
Cc05_g14220 Coffea canephora 241 domain 2.2e-12
ERF3
AP2
NP_175479.1 Arabidopsis thaliana 225 domain 6.2e-13
AP2
Cc01_g18710 Coffea canephora 184 domain 1.2e-12
ERF8
AP2
XP _019257965.1| Nicotiana attenuata 173 domain 1.6e-2
AP2
Cc02_g13680 Coffea canephora 146 domain 3.1e-"
ERF12
AP2
XP_002279760.1 Vitis vinifera 152 domain 3.4e-
AP2
Ccl1_g15790 Coffea canephora 394 domain 2.0e-1°
ESR2
AP2
XP_022775602.1 Durio zibethinus 433 domain 1.4 e-1°
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AP2
Cc10_g06180 Coffea canephora 185 domain 1.0e-?
ERF- AP2
LEP Ccl1_g14890 Coffea canephora 331 domain 8.0 e-'2
Solanum AP2
XP_004238505.1 160 1.3e-!!
lycopersicum domain
AP2
Cc03_g02110 Coffea canephora 337 domain 6.1 e-!!
ERF86
AP2
NP_197357.2 | Arabidopsis thaliana 348 domain 6.1 -
AP2
Cc02_g14250 Coffea canephora 276 domain 53e-13
ERF091
AP2
NP_193580.1 Arabidopsis thaliana 303 domain 4.5e-
AP2
Cc01_g18390 Coffea canephora 274 domain 1.5e-13
AP2
Cc02_g09010 Coffea canephora 234 domain 6.9 e-1?
ERFI1B
AP2
Cc03_g05410 Coffea canephora 277 domain 1.2 e-12
AP2
NP_188965.1 Arabidopsis thaliana 218 domain 1.8 e-13
AP2
Cc02_g13700 Coffea canephora 251 domain 7.9 e-14
AP2
ERF4
Cc05_g07590 Coffea canephora 220 domain 5.6 -1
AP2
XP_002279692.1 Vitis vinifera 249 domain 1.7e-13
AP2
Cc08_g11920 Coffea canephora 387 domain 3.4e-1
ERF5
AP2
NP_568679.1 | Arabidopsis thaliana 300 domain 7.5e-1




41

AP2
Ccl1_gl15010 Coffea canephora 241 domain 1.0e-"?
AP2
ERF113
Cc04_g05860 Coffea canephora 241 domain 1.6e-1
AP2
NP _196837.1 Arabidopsis thaliana 212 domain 43e-14
AP2
Cc02_g13700 Coffea canephora 251 domain 7.9 e-14
ERF4
AP2
XP_002279692.1 Vitis vinifera 249 domain 1.7 e-13
AP2
Cc08_gl11910 Coffea canephora 227 domain 9.1e-13
ERF2
AP2
NP_199533.1 Arabidopsis thaliana 243 domain 42 e-13
AP2
Cc02_g03420 Coffea canephora 247 domain 7.3 e-10
ERF027
AP2
NP_172723.2 | Arabidopsis thaliana 192 domain 4.2 e-13

426
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428 Figure 1 - Evolutionary conservation of proteins in Coffea canephora. Each domain is

429 represented by a green rectangle between the beginning and end of protein amino acid
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430  residues. The size of each protein is indicated at the end of each sequence and the comparative
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values of each domain are indicated to the right of each sequence.

Cc01_g18390 [Coffea canephora ]
1—— 27432
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1—90-T234aa
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1
152 49 277aa

[ Cc02_g04740 [Coffea canephora ]

—
19 e 2edaa

Cc08_g11910 [Coffea canephora]

| 1 _BB-T 227aa

Cc04_g04880 [Coffea canephora ]

.
3 182aa

CcDB _g00110 [Coffea canephora ]

5 193aa

Cc05_g14220 [Coffea canephora ]

i
- = 241aa

Cc02_g13700 [Coffea canephora ]

113-82_ 251aa

CcDS _g07590 [Coffea canephora ]

2 = 220aa

CcOB _g11920 [Coffea canephora ]

>3 553 387aa

Cc01_g18710 [Coffea canephora ]

175-51— 184aa

Cc07_g06220 [Coffea canephora ]

1!’79_ 164aa

Cc02_g13680 [Coffea canephora ]

1
._65 146aa

Cc10_g10960 [Coffea canephora ]
13-103—249513

Cc06_g12520 [Coffea canephora ]
1 = 5 218aa

Cc08_g07780 [Coffea canephora ]

1,5-35_228&1

Cc10_g09120 [Coffea canephora ]
1 ﬁ-T1 37aa
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1WZGSaa

Ccuﬁ _g05340 [Coffea canephora ]

GOl 175 2442a

ERF27

ERF39
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ERF71

ERF86
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RAP2.12
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1—73-133— 247aa
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47 103 22%aa
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1 32
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T
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127 103
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1
1—-—3 7 156aa
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1
2_5-_39 170aa

Cc04_g05860 [Coffea canephora ]

1_54-112_241 aa
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1 _-_44 T 241aa

Cc1 1_g10210 [Coffea canephora ]
381aa

12’%

Cc11 _g15790 [Coffea canephora ]

T ™ 223aa

Cc10 06180 [Coffea canephora]
185aa
61 17
Cc11 _g14890 [Coffea canephora ]

3 5 331aa

Cc06_g23190 [Coffea canephora ]
1ﬁ-91—287aa

Cc04_g00840 [Coffea canephora ]
1 404aa

13_185

493aa
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434 Figure 2 - Amino acid residues involved in active site formation identified in Coffea
435  canephora. The cysteine residue (YRG and RAYD) appears to be the active site (indicated by

436  blue arrows), while the other amino acid residues are probably involved in other ways.
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ERF1B Cc0l gl8390 Coffea canephora [134] GVRRRP (25] AEAAALZ [180]
ERF1B Cc02 g09010 Coffea canephora [91] GVRRRP [25] : m [137]
ERF1B Cc03 g05410 Coffea canephora [152] GVRRRP [25] AEAAALBR [198]
ERF2 Cc02 g04740_ Coffea canephora [120] FRGVRQRP [25] w [166]
ERFZ Cc08 g11910 Coffea canephora [89] GVRRRP [25] B m [135]
ERF003 cc04 g04880 Coffea » _canephora [8] GVRQORH [24] m‘ [53]
ERF3 Cc05 g14220 Coffea canephora [33] FRGVRKRP 24] AEDAARAYDR [78]
ERF003 Cc08 _g00110 Coffea canephora  [g] ¥RGVRQORH [24] ﬁ [53]
ERF4 Cc02_gl3700 Coffea canephora [19] FRGVREKRP [24] AARRA [65]
ERF4 Cc05 g07590 Coffea canephora [25] FRGVRKRP [24] 2 m [70]
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ERF23 Cc02 g39490 Coffea canephora [105] FRGVRKRR [24] W [150]
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ERF98 Cc03 g05400_Coffea canephora [26] GVRRRP [25] m [72]
ERF113 Cc04 g05860 Coffea . _canephora [55] GVRQRP [24] m [100]
ERF113 Cecll g15010 Coffea . _canephora [37] GVRRRP [24] ; w [82]
ERF118 Cell g10210 Coffea . _canephora [124] GVRQRK [24] PEEASRE [169]
ESRZ_Ccl 1_g1 5 790_Coffea_canephora [51] GVRRRP 241 B [96]
LEP Ccl0 g06180 Coffea canephora [61] LGVRRRQ [24] [106]
LEP Ccll gl4890 Coffea canephora [51] FLGVRRRP [24] [96]
[
(

i

RAP2.11 Cc06_g23190_Coffea_canephora [36] GVRQRP
RAPZ2.12 Cc04 g00840 Coffea canephora ([144]

437 ‘ Catalytic site residues
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439  Figure 3 - Phylogenetic distribution of AP2 / EFR sequences found in Coffea canephora data

440 against its orthologous organisms.
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