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Expression of MeLEA3: A 10 kDa Late Embryogenesis Abundant Protein of Cassava,
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documento, respectivamente.
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RESUMO

Proteinas abundantes na embriogénesetardia (LEA, de Late Embryogenesis Abundant)
possuem baixo peso molecular e estéo envolvidas na aquisi¢cao de tolerancia a seca, salinidade,
altas temperaturas, frio e congelamento, em diversas plantas. Estudos preliminares revelaram uma
sequéncia de cDNA codificando a proteina LEA atipicade 10 kDa, denominada MeLLEA3, predita
parater localizacdo mitocondrial e com potencia envolvimento na resposta ao estresse salino em
mandioca (Manihot esculenta Crantz). Desta forma, o principa objetivo do presente trabalho foi
produzir aproteina M el EA 3 recombinante por meio da expressdo heterdloga em Escherichia coli,
e avaiar a tolerancia das bactérias expressando proteina sob estresse abidtico. Nossos
resultados indicaram que a proteina recombinante conferiu funcéo protetora frente aos estresses
térmico e salino em células bacterianas. Também, a MeL EA 3 recombinante demonstrou atividade
de chaperona in vitro mediante protecdo da atividade da enzima de restricdo Ndel sob estresse

térmico.

Palavras-chave: Estresse abiético, Proteina LEA atipica, Mandioca, Atividade de chaperona,
Expressdo heterdloga em bactérias, Proteina recombinante.
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ABSTRACT

Late embryogenesis abundant (LEA) proteins are small molecular weight proteins
involved in acquisition of tolerance to drought, salinity, high temperature, cold, and freezing stress
in many plants. Previous studies revealed a cDNA sequence coding for a 10 kDa atypica LEA
protein, named MeL EA3, predicted to be located into mitochondriawith potential rolein salt stress
response of cassava (Manihot esculenta Crantz). Here we aimed to produce the recombinant
MeLEA3 protein by heterologous expression in Escherichia coli and evaluate the tolerance of
bacteria expressing this protein under abiotic stress. Our result revealed that the recombinant
MeL EA3 protein conferred a protective function against heat and salt stressin bacterial cells. Also,
the recombinant MeLEA3 protein showed in vitro chaperone activity by protection of Ndel

restriction enzyme activity under heat stress.

Keywords: Abiotic stress, Atypical LEA protein, Cassava, Chaperone activity, Heterologous

expression in bacteria, Recombinant protein.
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INTRODUCAO

O crescimento e o desenvolvimento de plantas podem ser afetados por mdltiplos
fatores abidticos, tais como extremos de temperatura e pH, elevada salinidade e seca,
ocasionando perdas significativas a producdo de culturas mundialmente.

Em nivel molecular, sabe-se que as plantas desenvolveram diferentes mecanismos
de respostas adaptativas as ateracbes ambientais por meio da regulacdo de vérios genes
relacionados a defesa abidtica. Entre esses, as proteinas abundantes na embriogénese tardia
(LEA), a principio identificadas durante estagios tardios de desenvolvimento das sementes de
algoddo, acompanhadas de desidratacéo [1-3], possuem baixo peso molecular variando entre
10 a 30 kDa [4] e estédo envolvidas na aguisicdo de tolerancia a seca, alta temperatura,
salinidade, frio e congelamento, em diferentes plantas [5,6]. Em animais, proteinas LEA foram
detectadas em rotiferos [7] e nematddeos, como Aphelenchus avenae [8] e Caenorhabditis
elegans[9]. Asproteinas LEA podem ser encontradas também em microrganismos, a exemplo
de Bacillus subtilis[10].



As proteinas LEA foram inicialmente classificadas por Dure et al. [11] em seis
grupos, de acordo com a ocorréncia de motivos de aminoécidos conservados. A partir dos
avancos na identificacdo de novas proteinas LEA, outras classificacbes foram propostas [12-
14], incluindo a de Jaspard et al. [14], a qual é baseada em propriedades fisico-quimicas e
resulta na distribuicdo de proteinas LEA em doze grupos. Ademais, considerando-se sua
natureza bioguimica, essas proteinas podem ser classificadas como LEA tipicas, quando sdo
altamente hidrofilicas [5,15], enquanto aquel as que apresentam caracteristicas hidrofébicas sdo
conhecidas como LEA atipicas[16-22]. Paramais detal hes acerca das principais classificacoes
das proteinas LEA, consultar arevisdo de Amaraet al. [23].

Sabe-se que proteinas LEA podem participar de diversos mecanismos para
assegurar a manutencdo de processos biol 6gicos vitais durante o estresse abidtico. Assim, elas
podem proteger outras proteinas e/ou componentes celulares da agregacdo ou dessecacdo via
retencdo de agua, sequestro de ions, além de atuarem mol ecularmente como chaperonas, como
no caso das proteinas atamente hidrofilicas ERD10 e ERD14 de Arabidopsisthaliana [24]. Do
mesmo modo, as proteinas LEA podem interagir com membranas mitocondriais a fim de
preservar os lipossomos expostos a seca, como a PsSLEAmM, uma LEA hidrofilica mitocondrial
de ervilha (Pisum sativum) [25]. Além disso, estudos evidenciaram deidrinas de Citrus unshiu
com habilidade de estabilizar enzimas |&beis em condigdes de estresse térmico por frio [26,27],
de funcionar como antioxidante na defesa de mitocondrias contra baixas temperaturas ou de
reduzir o dano oxidativo causado pelo estresse hidrico [28,29]. Em Medicago truncatula, uma
LEA atipica denominada MtPM25 ndo foi capaz de conservar membranas, mas preveniu a
agregacao de proteinas durante o estresse [30].

A deteccdo de proteinas LEA e seus genes correspondentes é relevante para
compreender como as plantas respondem e se ambientam, em nivel molecular, as distintas
perturbacdes abi6ticas como seca, frio e salinidade. Além disto, genes LEA tém sido utilizados
com éxito na producdo de culturas tolerantes as alteragdes ambientais por programas de
melhoramento molecular [31,32]. Portanto, a respeito das caracteristicas agronémicas, 0
isolamento e caracterizagdo de genes e proteinas LEA contribuem para o melhoramento
genético visando promover aaguisi ¢do ou aperfei coamento datol eréncia aos estresses abi 6ticos
em culturas relevantes.

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma das culturas aimenticias tropicais
mais importantes para mais de oitocentos milhdes de pessoas no mundo. E uma espécie

cultivada principalmente em paises tropicais em desenvolvimento, onde a raiz é a principal



fonte de calorias para individuos de baixa renda devido a alta produtividade e resisténcia aos
fatores abidticos.

A identificacdo de sequéncias referentes as LEA de mandioca foi relatada pela
primeira vez por Souza et al. [33], que isolaram uma sequéncia parcial de cDNA codificando
uma proteina LEA putativa, possivelmente relacionada a tuberizagdo de raizes de
armazenamento. Posteriormente, Costa et al. [34] caracterizaram a sequéncia completa de
cDNA codificando uma proteina LEA atipica de 10 kDa, denominada MelLEA 3, apresentando
0 dominio conservado Pfam PF03242 e pertencendo a familia LEA3, conforme a classificacdo
de Hundermark e Hincha [13]. Ademais, 0 aciUmulo de transcritos de MeLEA3 foi
potencializado em folhas de mandioca tratadas com cloreto de sodio, com expressdo maxima
em 8 horas, sugerindo provavel envolvimento na resposta ao estresse salino [34]; no entanto,
as funcbes moleculares desta proteina ainda sdo desconhecidas. Por outro lado, varios estudos
demonstram o uso eficiente de Escherichia coli para andlises funcionais in vivo de proteinas
LEA de plantas[22, 35-39].

Desta forma, neste trabalho objetivamos produzir a MeLEA3 recombinante por
meio da expressao heterdloga em E. coli e avaliar a tolerancia das bactérias expressando essa
proteina quando submetidas ao estresse salino e térmico. Além disto, a atividade de chaperona
da MeL EA3 recombinante também foi avaiada



MATERIAL E METODOS

Desenho deiniciadores e predicdo da solubilidade da MelL EA3 recombinante

Para o desenho deiniciadores e predicéo da solubilidade da MeL EA 3 recombinante
expressaem E. coli, foram utilizadas as sequéncias de nucl eotideos e aminoacidos de MeLEA3
descritas por Costa e al. [34]. O iniciador senso MelLEAS3-Ex-F1
(5’TGCATATGGCTCGCTCTTTCTCAGACG3’) e o0 anti-senso  MelLEAS3-Ex-R1
(5’TACTCGAGATGCT TCTTCAACAGCATAGCCCT3’) contendo sitios para Ndel e Xhol
(bases sublinhadas), respectivamente, foram desenhados fazendo-se uso do programa Vector
NTI Advance 10 (Invitrogen, EUA). A solubilidade da proteina MeLEA3 recombinante foi
predita a partir da andlise de regressdo logistica (http://www.biotech.ou.edu/) baseada no
model o de predicéo proposto por Diaz et al. [40].

Clonagem, expressao e purificagdo da proteina MeL EA3 recombinante

A sequénciade MeLEA3 foi clonada no vetor pET29a (Novagen, EUA) nos sitios
para as enzimas de restricdo Ndel e Xhol, gerando a construcdo pET29a-MelLEA3 com a
proteina recombinante contendo a cauda 6xHis C-terminal.

Inicialmente, a sequénciareferente a ORF de MeL EA3 foi amplificada por ensaios
de PCR usando osiniciadores MeLEA3-Ex-F1 e MeLEA3-Ex-R1 e DNA molde da sequéncia
completa de cDNA de MeLEA3 clonada no vetor pGEM-T Easy (Promega, EUA) por Costa et
al. [34]. Em seguida, as amostras de DNA do vetor pET29a e da ORF de MeLEA3 foram
digeridas separadamente com Ndel e Xhol (New England Biolabs, UK), purificadas a partir do
gel de agarose com o kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research Corporation, EUA) e
ligadas por meio da DNA ligase (New England Biolabs, UK). Células bacterianas de E. coli da
estirpe Rosetta (Novagen, EUA) foram transformadas com a construgdo pET29a-M el EA3 por
eletroporacdo, e a expressdo da proteina recombinante foi induzida por IPTG (1 mM), com
incubagdo a 37°C por seis horas. Como controle negativo foram utilizadas céulas bacterianas
transformadas com o vetor pET29a sem o inserto (pET29a vazio).

Para extragdo das proteinas totais, as células de E. coli foram sedimentadas por

centrifugacdo a 10.000 rpm durante dez minutos, seguida de lavagem do sedimento com Tris



10 mM pH: 8,0, e ressuspensdo em tampdo fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM, NaoHPO4 10
mM; KH2PO4 1,8 mM; KCI 2,7 mM; pH: 7,4). A lise foi realizada por repetidos ciclos de
congelamento e descongel amento. Apds centrifugacdo a 12.000 rpm por dez minutos a4°C, o
sobrenadante contendo a proteinarecombinante solvel foi coletado e analisado em SDS-PAGE
de acordo com Laemmli [41].

A proteina M el EA 3 recombinante contendo a cauda de histidinafoi purificada por
afinidade em colunade niquel (NiTA-agarose, Novagen, EUA) utilizando-se tampéo de eluicdo
com 250 mM de imidazol (Dinamica), em conformidade com as orientagdes do fabricante.
Amostras da fracdo submetida a coluna e da MeLEAS3 purificada foram separadas por SDS-
PAGE paraverificar aeficiénciado processo de purificacdo. A amostrada MelL EA3 purificada
foi quantificada no fluorimetro Qubit (Invitrogen, EUA).

Ensaios de estresse salino de bactérias expressando a proteina M el EA3 recombinante

Para ensaios de tolerdncia ao estresse salino, células bacterianas contendo a
construgdo pET29a-MeLEA3 foram cultivadas em meio LB contendo IPTG (1 mM) e
diferentes concentragdes de NaCl (0, 250, 500 e 750 mM), segundo o procedimento descrito
por Reddy et al. [35] e Santa Brigida et al. [42]. Como controle negativo foram utilizadas
bactérias transformadas com o vetor pET29a sem inserto. O crescimento bacteriano foi
monitorado por medidas de absorbancia a 600 nm. Os ensaios foram reproduzidos ao menos

cinco vezes, e para cada tratamento foram feitas trés repeticoes.

Ensaios de estresse térmico de bactérias expressando a proteina M el EA3 recombinante

Para ensai os de tol erancia ao estresse térmico, cél ulas bacterianas com a construgéo
PET29a-M el EA3 foram cultivadas em meio LB contendo IPTG (1 mM) e expostas a distintas
temperaturas (37°C, 45°C e 50°C), de acordo com o procedimento descrito por Reddy et al.
[35]. Apds incubacdo sob multiplas temperaturas, o crescimento bacteriano foi monitorado por
medidas de absorbancia a 600 nm. Os ensaios foram reproduzidos ao menos cinco vezes. Para
cada tratamento foram realizadas trés repetices. Como controle negativo foram utilizadas

bactérias transformadas com o vetor pET29a sem inserto.



Atividade de chaperonain vitro da proteina MeL EA3 recombinante

Ensaios de atividade de chaperona foram realizados de acordo com metodologia
descrita por Hess & FitzGerald [43], com algumas modificacfes. A atividade enzimética de
Ndel foi avaliada por meio da clivagem do vetor de DNA pGEM-3Z (Promega, EUA), com um
nico sitio paraessaenzimade restricdo. O DNA plasmidial foi preparado por lise acalinacom
SDS de acordo com Birnboim & Doly [44].

Amostras de DNA do vetor pGEM-3Z foram digeridas com Ndel a 50°C durante
trinta minutos na presenca ou auséncia da MeL EA 3 recombinante (2,0 pg). Como controle foi
utilizado o DNA plasmidia digerido com Ndel a 37°C por trinta minutos. Todas as amostras
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio, incluindo o
DNA plasmidial n&o digerido. Os ensaios foram repetidos a0 menos Cinco vezes e para cada
tratamento foram desenvolvidas trés repetigdes.



RESULTADOSE DISCUSSAO

Producéo da proteina MeL EA3 recombinante por expressao heter 6loga em bactérias

Fatores abioticos, tais como extremos de temperatura e pH, ata salinidade e seca,
causam prejuizos significativos a producdo de culturas em todo o mundo. Em contrapartida,
proteinas LEA e os genes referentes a elas tém sido empregados com sucesso ha geracéo de
culturas geneticamente modificadas com tolerancia as perturbagdes abidticas[31,32]. Assim, 0
isolamento e caracterizagdo dessas proteinas colaboram para a compreensdo dos mecanismos
por meio dos quais as plantas respondem e se adaptam aos estresses ambientais, bem como para
o melhoramento molecular de culturas de importancia agricola.

Em mandioca, foi identificada uma sequéncia de cDNA codificando a proteina de
10 kDaMeLEAS3, cujos niveis de transcritos aumentaram em folhas durante tratamento in vitro
com cloreto de sédio [34]; todavia as funcbes desta proteina ainda sdo desconhecidas.
Conseguentemente, o principal objetivo do presente trabalho foi produzir a proteina MeL EA3
recombinante via expressdo heterdlogaem E. coli e avaliar se essa proteina poderia proteger in
Vivo as células bacterianas durante estresses abioticos.

Paraisto, primeiro foi avaliado se aMeLEA3 poderia ser expressaem E. coli como
proteina soltvel, ja que proteinas insollveis produzidas como corpos de inclusdo
frequentemente exigem protocol os trabal hosos para extracéo e solubilizacéo proteicas. Sendo
assim, a sequéncia de aminoacidos da MeLEA3 foi submetida a andlise de regresséo logistica
segundo o estudo de Diaz et al. [40], no qual multiplos pardmetros para predi¢éo dasol ubilidade
da proteina em E. coli foram considerados, tais como peso molecular e maior nimero de
residuos hidrofébicos e hidrofilicos contiguos. A andlise revelou 100% de probabilidade de
solubilidade para MeLEA3 quando super-expressa em E. coli, o que foi validado
experimentalmente mediante visualizacdo da banda correspondente a esta proteina no extrato
proteico total de células bacterianas expressando pET29a-MelL EA3 (Fig. 1A), obtido de acordo
com o descrito no Material e Métodos.

Na Fig. 1A é mostrada a SDS-PAGE de proteinas totais de células bacterianas
transformadas com a construcdo pET29a-MeLEA3 e o pET29a sem inserto, usado como
controle negativo, apos inducéo com IPTG (1 mM) e incubagdo a 37°C por seis horas. A
amostra pET29a-MelL EA 3 apresentou uma banda adicional e intensa com cerca de 10 kDa, a
gual ndo foi observada na amostra controle (CTRL-) (Fig. 1A). Os resultados também

indicaram que a proteina recombinante MeLEA3 contendo a cauda 6xHis C-terminal foi



purificada com sucesso através da coluna de niquel, como mostrado na Fig. 1B, onde as
amostras dafragdo submetidaacolunae daMeL EA3 purificadaforam comparadas as proteinas
totais de células expressando pET29a-MelL EA3.
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Figura 1. SDS-PAGE das amostras de proteinas totai s de cél ulas bacterianas expressando a construcao
PET29a-MelLEA3 e o vetor pET29a sem inserto (CTRL-) (A) e fragcdes de proteinas da purificagdo da
MeL EA 3 recombinante usando a coluna NiTA-agarose (B). As setas apontam para a proteinaMeL EA3
de 10 kDa. Adaptado de: Barros et al. (2015).

A banda proteica de 10 kDa visualizada na SDS-PA GE esta de acordo com o peso
molecular de MeLLEA3 predito por Costa et al. [34]. A MeLEA3 também foi predita para ser
sintetizada como precursor contendo uma pré-sequéncia N-terminal de 46 aminoacidos que
provavelmente é clivada apds importacdo da proteina para a mitocdndria, resultando em uma
proteina madura de 5 kDa [34]. Sabe-se que proteinas LEA possuem baixo peso molecular,
com possivel localizagdo no citoplasma e em organelas, como nucleo, mitocondria e
cloroplasto. Em Arabidopsis thaliana, foram detectados 13 genes de LEA, codificando
principalmente proteinas LEA3 e LEA4 com localizac&o predita em cloroplasto/mitocondria
[13]. Em Prosopisjuliflora, umaLEA atipicade 10 kDa, denominada PjLEA3, com localizacdo
predita em cloroplasto/mitocondria, exibiu potencial participacdo na resposta a desidratacéo



[20]. Entre as fungdes das proteinas LEA mitocondriais esta a defesa da membrana [25] e das
enzimas da matriz mitocondrial, tais como fumarase e rodanase, durante dessecacdo [45].

Protecdo as céulas bacterianas contra estresse abidtico € conferida pela proteina
MeL EA3 recombinante

Nossos estudos prévios evidenciaram que a MeLEA3 é uma proteina LEA atipica,
com um padr&o ligeiramente hidropético e com a sequéncia amino-terminal mais hidrofobica
quando comparada a carboxi-terminal. Além disso, esses estudos atribuiram a MeLEA3
possivel funcdo na resposta ao estresse salino em mandioca, conforme andlise de expressao
génica por meio de ensaios de RT-PCR semiquantitativa [34].

Ainda que a maioria dos estudos funcionais sobre proteinas LEA sgjam voltados
para as tipicas hidrofilicas, algumas investigacdes mostram a participacdo de proteinas LEA
atipicas natol erancia aos estresses abi 6ticos. Essas incluem andlises funcionaisde LEA atipicas
em plantas transgénicas [21,22] e expressao heterdloga em bactérias [22,36] e levedura [21].
Portanto, para testar se a MeL EA3 recombinante poderia contribuir para tolerancia de células
bacterianas a estresses abi 6ticos, foi analisado o crescimento de células de E. coli expressando
PET29a-Mel EA3 sob tratamentos salino e térmico.

Para os ensai 0s de estresse salino, a M el EA 3 recombinante foi expressaem células
de bactérias submetidas a distintas concentragdes de NaCl (0, 250, 500 e 750 mM) por doze
horas e o crescimento bacteriano monitorado pela absorbancia a 600 nm. Como mostrado na
Fig. 2, os resultados revelaram diferencas pouco significativas entre as taxas de crescimento
das bactérias expressando a MeLEA3 recombinante e células bacterianas controle
transformadas com pET29a, sob 0 ou 250 mM de NaCl. No entanto, sob tratamentos com alta
concentracdo de sal (500 mM e 750 mM), as bactérias expressando a proteina recombinante
apresentaram vantagens no crescimento em comparacao as células controle, confirmando que
aMeLEA3 contribuiu para a defesa de células de E. coli contra o estresse salino.

Esse resultado esta em concordancia com outros estudos sobre proteinas LEA
atipicas e tipicas. Por exemplo, a super-expressdo de SILEA14, uma LEA atipica de milho
painco, contribuiu para o crescimento de E. coli sob estresse salino [22]. Do mesmo modo, a
OsLEAS5, uma LEA atipica hidrofébica de Oryza sativa, foi capaz de proteger células
bacterianas em condi¢des de elevadas concentragdes de sal [36]. Como exemplos de LEA

tipicas, a PgLEA de Pennisetum glaucum conferiu protecéo contra a alta salinidade em células



10

bacterianas [35], enquanto a proteina PM2 de soja protegeu E. coli submetida a tratamentos
com extremos de salinidade ou temperatura [38,39]. Desta forma, podemos concluir que os
resultados obtidos no presente trabalho corroboraram os dados prévios de estresse salino in
vitro em folhas de mandioca [ 34], indicando que a MeL EA 3 pode também conferir protecéo in

vivo contra salinidade na planta de mandioca.
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Figura 2. Avaliacéo do efeito da MeL EA3 recombinante no crescimento de E. coli sob estresse salino.
Céulas bacterianas transformadas com pET29a-M el EA3 foram submetidas a diferentes concentractes
de NaCl (0, 250, 500 e 750 mM) com IPTG (1 mM) por doze horas, seguida de analise da absorbancia
a 600 nm. Células transformadas com o vetor pET29a foram utilizadas como controle. Adaptado de:
Barros et d. (2015).

Além da defesa contra o estresse salino, também foi analisado o efeito daMeLEA3
recombinante no crescimento bacteriano durante o estresse térmico. Paraisso, célulasde E. coli
expressando a referida proteina foram submetidas a diferentes temperaturas (37°C, 45°C e
50°C) por doze horas, e o crescimento bacteriano foi monitorado por absorbanciaa 600 nm. Os
resultados evidenciaram que, quando sob elevada temperatura (45°C e 50°C), as taxas de
crescimento celular foram reduzidas, tanto nas bactérias expressando pET29a-MelL EA3 quanto
naguelas apenas com pET29a em comparacdo ao crescimento a 37°C (Fig. 3), confirmando o
efeito da alta temperatura na inibicdo do crescimento bacteriano. Os resultados também
revelaram que aMeL EA 3 contribuiu paratol erancia das bactérias ao estresse térmico, umavez
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que, sob elevadatemperatura, ascélulasde E. coli expressando pET29a-Mel EA 3 apresentaram

melhor desempenho no crescimento em comparagéo com o controle (Fig. 3).
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Figura 3. Avdliagdo do efeito da MeLEA3 recombinante no crescimento bacteriano sob estresse
térmico. Céulas de E. coli transformadas com pET29a-MeLEA3 foram expostas a diferentes
temperaturas (37°C, 45°C e 50°C) com IPTG (1 mM) por doze horas, seguida da andlise de absorbancia
a 600 nm. Cédulas transformadas com o vetor pET29a sem inserto foram utilizadas como controle.
Adaptado de: Barros et al. (2015).

Esses resultados também estdo em concordancia com a literatura, onde outros
estudos mostraram proteinas LEA conferindo toleréncia contra temperaturas adversas em
bactérias. Por exemplo, a expressdo da proteina PM2 de soja protegeu E. coli diante de
tratamentos com elevada temperatura [38, 39]. Similarmente, a pgLEA protegeu células
bacterianas expostas a0 estresse térmico [35]. Entre as funcdes protetoras das LEA contra
estresses abioticos, € conhecido que elas podem agir como escudos moleculares reduzindo a
agregacdo de proteinas sensiveis a desidratacdo [46-48]. Mais ainda, podem atuar como
chaperonas ao interagirem com outras proteinas, estabilizando e preservando suas estruturas
nativas e fungdes [24, 49, 50]. A atividade de chaperona das proteinas LEA pode envolver um
mecanismo de antiagregacéo que evita a formacdo de agregados proteicos prejudiciais e
estabiliza proteinas em um estado parcialmente desnaturado causado pelo estresse ambiental
[24, 49, 50].
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Protecdo contra a inativacédo térmica da enzima derestricdo Ndel pelaMeL EA3

Baseado nos resultados de crescimento de bactérias expressando a MeLEA3
submetidas aos estresses salino e térmico, foi considerada a hipotese desta proteina atuar na
toleréncia ao estresse abidtico como chaperona molecular. Sendo assim, foram realizados
ensaios de atividade de chaperona da MeLEA3 purificada, nos quais foi avaliado se essa
proteina poderia proteger a enzima de restricéo Ndel dainativacdo térmica. Amostras de DNA
do vetor pGEM-3Z foram digeridas com Ndel a 50°C na presenca ou auséncia da MeLEA3
recombinante (2,0 pg), seguida de avaliaco por eletroforese em gel de agarose corado com
brometo de etidio. Os dados obtidos mostraram que a atividade da Ndel foi parcialmente
inativada pela temperatura de 50°C em comparagdo com a amostra de DNA digeridaa 37°C
(Fig. 4). Ademais, a MeLEA3 conferiu funcéo protetora a Ndel a 50°C, ja que a amostra
contendo proteina apresentou uma banda de DNA do plasmideo linearizado mais intensa
gue a amostra sem MeLEAS, indicando uma melhor digestdo do DNA pela Ndel quando na
presenca da proteina recombinante. Além disso, nossos resultados revelaram que o padréo de
digestdo da amostra com MeLEA3 estava similar ao da amostra controle com DNA do vetor
digerido a 37°C, temperatura 6tima para a atividade de Ndel (Fig. 4). Por isso, conclui-se que
aMel EA3 apresentou atividade de chaperona ao estabilizar e preservar a funcéo da Ndel sob

as condicdes de estresse térmico utilizadas no presente trabal ho.
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Figura 4. Ensaios de protecdo contra inativag@o térmica da enzima de restricdo Ndel pela MeLEA3
recombinante. Amostras de DNA do vetor pGEM-3Z foram digeridas pela Ndel a 50°C com ou sem a
MeLEA3 e analisadas por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Amostras de
DNA do vetor digerido por Ndel a 37°C e amostras de DNA do vetor ndo digerido foram utilizadas
como controles. Adaptado de: Barros et a. (2015).

Nesse trabalho, foi reportada pela primeira vez a expresséo heteréloga de uma
proteina LEA de mandiocaem E. coli e aavaliacdo datolerancia de bactérias expressando
proteina sob estresses abidticos. Apesar dos objetivos ndo incluirem a elucidacdo dos
mecanismos pelos quais a MeLEA3 recombinante protegeu as células bacterianas contra o
estresse salino e térmico, é conhecido que proteinas LEA podem desempenhar mecanismos de
defesa similares contra estresses abi6ticos tanto em células procarioticas quanto eucarioticas
[10].

Adicionamente, além de estudos funcionais sobre LEA atipicas de plantas em
bactérias [22,36] e levedura [21], plantas transgénicas super-expressando tais genes
confirmaram as fungdes das proteinas LEA no aumento da tolerancia a estresses abiéticos
[21,22], sendo provével que a MeL EA3 tenha funcdo semelhante na mandioca. Umavez que a
MeLEA3 presumivelmente apresenta localizagdo na mitocdndria, é possivel que essa proteina
atue como chaperona molecular na defesa de proteinas e enzimas da matriz mitocondrial
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expostas a estresses abidticos, como alta temperatura; entretanto, estudos adicionais séo
necessarios para esclarecer a exata funcdo molecular daMel EA3 em plantas de mandioca. Os
dados obtidos no presente trabalho indicam o gene MeLEA3 como potencial candidato na

geracao de culturas geneticamente modificadas com resisténcia a estresses abi 6ticos.
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firstly whentsfid during the Erle stape of seod development
accompanied by dehydraooa in cotton [1-35, are small mo-
Woslor woight prolews sangng from 10 o 30 kD (4] in-
vodved in acquistton of tolerance %o drosght, high teapen-
tore, salimity, cobd sad ficcring sircss = many plants |5,6]
In mnunals, LEA peotoiss were found in rotifers 7] and
scrmatides, such as Aphelomchvs avovar [8] and Cavmorhad-
is eepaos (Y] Ao, LEA protoins can be found m micro-
eccpanisms, suzh s Bacllas swbriéx [ 10].

*Addoo crerespaadonce w1 s sethar @ B loestem v Cidecas Miskogs
vas, Lniveeadade fodonad o Pars, Dedian, PA, 08075110, DMraad; Tel P
SS 012201 1588 Eornnd: booneiiafpate
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LEA peutesas were firstly classified in six groups accoed-
ing W0 occurremse of cossrvad amino okl motils By Dure of
al [11} With advances om sdentification of new LEA pen-
teins, other LEA chissifications were reponed [12-14] in-
cluding a recent study of faspard o ol [14], who classified
LEA proteins m twelve groups hased on their physsco-
checal properties, In addmtion, taking mlo accoumt their
bicchemical natere, LEA peoteins can be clisufiad s typecal
LEA, when they are wvery hydrophilic [S15], while those
contamnng hydrophoblke charoctensons are Known as mypecal
LEA proteies {16-22] For more details of mam LEA peotem
clissificavons, see a review of Amara o o, [23]

It is koown that LEA prolers cin participae in several
mechammems o ensure the mamtesance of vital biokogical
processes wader abiotic disturbances. LEA proseins can peo-
et othor proteiss md'or componest cellulier from sggrogn-
thon of dessecation by cemaining watey, sequestratsey of fofs,
and acting == molecular chapercnes, such s the high hydro-
phatic ERDIO and ERDIA (for exly response o dehydm-
tom) proteres of Arabsloper thaliomn (28] Abe, LEA poo-
fein can imerace with mitochoadrial membrimes prosecting
the liposomes agains drought, sech as the PsLEAm, a hy-
drophilic miochondnal LEA prosein of pea (/Msuw sarmwm)
[35] In wddivicn, studics revesled dchyding Fom Chvae

O DR Bewibarn Scioe Pablishers
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v with shilsty $o stahilize lnbile eneymes under frocmng
condrtions [ 2627 wed act s mexocdam m mitochondrsa w
prulechion against low temporsiures of soducing e aoudsdive
damage cousod by waner siress [ 28.29). In Madvage rwwas-
awhe, an stypocal LEA protein ramed MIPM25 was snable o
peotect membrunes, bt prevented aggsegation of peolens
during swress [ 30

The identification of LEA proteies saml their genes s im-
poetant o undersianding bow plants respond and adept them-
selves ot modeculir level tn different wtotic stress, such »s
droughe, cold mnd ulhily. Furthermaore, LEA genes have
Boen succesilully uiad in the productios of stross-oletece
crops by molecalar brecdng peogrms l)IJ“I M&n.
regunbing agrosomtical traits, the solition and <f
mdlﬁnmw-mdgmuconuhmwthenmuc un
peovement 0F Impoctust Srops miming Te A0QUISRn Of in-
greasing of tolerance bo wbiotic stress.

Cassavo (Mawtho? esenlomie Crmez) Is one ol the most
tmpoctant trogocal foods crops for more than 800 millicn
people m the workd Ths crop is caltivated masaly in devel
opmg countres of fopicx. where ils rool &3 a precipal surce
of calomes for low-income people becase of ns high peo-
ductivity sod resistaos 1 many abiotic factors.

The whentification of LEA sogumces of cassivo was
flestly reportod by de Soues ef uf. [33], whe selated o partial
¢DNA sequemce coding for 2 putalive LEA prokin posably
related 10 tubertzation of the storage root. Later, Cosn o o,
{34] reportal the cheeacierizmtion of Sy full-length cDNA
sequence codmg for a 10 kDa wypecal LEA peotes. named
MeLEAL, showing ®e conveval doman Plen PFO32A2
and belongng to LEAS famaly, based on LEA pooten classie
fication af Hundermark wad Hischa [13] In sddo. (he
asccammdaiion of MeLEA3 transaripts was mereased i cas-
v Jeaves treated with sodhees chlonde, indicating a potes-
tial role in salt stress resposse [M4]: however, we have oo
Anowksdge about MeLEAS poonin rokes 5o far. Otherwise,
stwdacs have shown the effivient use of Ercheriohis codl for
M vho functiona! analvsis of LEA peotess from plaets (22,
15-39]. Therefore, in s woek we smeedd 1o peodoce the re-
combirant MeLEAS peotein by heterologous expeession =
£ coli und evalsaie the olerance of bacteria espressing this
peutem under salt md heat stresses. Abso. the choperone ac-
tivity of recombinant MeLEAT proecin was evahaial.

MATERIALS AND METHODS

Primer Desipn und Prediction of Recombinast McLEAJ
Sulubitity

For primwr desige wed prediction of recombinast Me-
LEAT solubllity expeessed in £, onli the McLEA nuckeotide
and ammo axid sequences described by Coety er @l [34]
were used  The  forwmed  preser MeLEAS-Ex-F1
(STGCATATGGCTOGCTUTTTICTCAGACG3') sl the
reverse paimer MeLEASEx-RI (S TACTCGAGATGET
TCTTCAACAGCATAGUCCTI') comtuming sites for Vvl
and Yo (nderlined bases). respectively, were designed
svng Be Vaor NTE Advasce 10 Progeam (Invitregen,
LUSA)Y. Solubality of rocombent MeLEAS proscin expressed
& ol was prodeied asing feglste regression analysis

20

Borron vl

{hitp:Swws hiotech oo, ede’) hased on model for predicton
repoated hy Diaz o ol | 20

Clonbag, Expression and Purification of Recombimant
MeLEAS Protein

MelEAZ seyquence wias cloned o the pETI9a voolnt
(Novagen, USA) o sites for Mdel and Vbl restrictaon en-
zymes, gescrting the pET29a-MeLEA3 construct with re-
combinant protem costaining 3 C-termmal 6=Hs tag Fine,
the MzLEAS ORF (open reading frume) sequence wis am-
plified by NCR | hain reaction) meays nsmg
Mel FALECFT jod MeLEAS xR peimers and DNA
temnplate of MeLEA3 full-lengih ¢DNA clonad sio pGEMT
Ensy Veosor (Promega. USA) by Costa e al, [34], Thea,
DNA amples of pET2% vector sad Mcl.EAZ ORF were
sepanately dygested with Nided and hol (New England Bio.
laby, UK), perificad from ss aparcse el ssing @e Zymocksn
Gel DNA Recovery Kat (Zymo Research Corporation, USA),
and ligatod by DNA ligase (New Esgland Biolabs, UX).
Bacteria cells of £ colf strain Rosetsy (Novagen, USA) wore
traesfonmed wid pET2%-McLEAT cousaruct by clecuropo-
nmm and expression of recombimnt protein was mduvced

L -Dedeogahicscssde (IPTG) | sM and wcuba-
lim M l for 6 hours. Ax zegative contrel we used bacty-
na cells traneformeed with an empty pE 1% vector.

For exsraction of socal proscing, hacteris cells were el
lecred by cenmrifagution at 10000 rm for [0 minutes. fol-
lowed by pellet wirsbing on 10 M Teis pHB.0 und ressus-
pension i phosphate bufferad saline (PBS: NaCl 137 mM,
NogHPOS 10 saM. KH PO, 13 saM. KCL27 mM, phi: 7.4),
Bacteria cully wore disrupned by repeatsd cysles of frecring
and thawing. After cesrfugaton ot 12900 spm for 10 min-
wkes st F°C, the supematint contisng soluble recombinset
protom was collected med amalyzed on SDS-PAGE accordmz
to Laemmli [41],

MeLEAY His-taggod recombesamt protein wass affsuity
preeified by nickel column (NITA-sarose, Novagen. USA)
wsing clution buffer with 250 mM imideaole, acconding %o
anufpcturer's instructions. Flow thirosgh fhaction and puel-
fisd MeLEAS samples wore sepaeated by SDS-PAGE to
verify the efficicocy of purification peocess. Punfied Me.
LEAI sample was quastified using o Qubit fluoremeter {1n-
virogen, USA),

Salt Stress Assays of Bacterin Expressing the Recombi-
nant Mel EAS Protein

For asspys of tnlerance 5o sult swess, hacterial cells con-
tunting e pETI%-McLEAT constrict were cshurnd in LB
medium coataining PTG | mM asd different NoCl coacen-
tmtions {1, 250, 500 and 750 mM) according fo procedene
described by Reddy er af. [35) nod Saumn Beigida er o {42)
As negaline consol we usal buceri cdls iransfemal with
an capty pET2% veowe. Bacteria cells growth was moni-
Wwod by sbsothance ar 610 mm. Assays were repasted af Jeast
five tomes. For wach treatment were performued o ropetis
1hons.



Heversbngem Expresdon of Wed E431 1 10 AR Lade Emberagesera

Heat Stress Assays of Bacteria Expressing the Recombae-
nant Mel EAS Protein

For assays of wlenece 10 hew stress. bactenal cells con-
nining e pET2%-McLEAT constrac! wore culered in LB
medium containing PTG | mM m different semperaneses
G7'C. 45°C and 50°C) scconding s procadure deveribed by
Reddy e al. [35). After mcubation of diffesest tempermures,
vactena celly gromth was mootorsd by atsochance st 600
sm Assays wove repeabed ot least five times. For cach trea-
men were performed fheoe repetifions. As segatoe control
we used bacteria cells transformed with e empty pET20a
vector.

In Vire Chaperone Activity of Recombisant MeLEAD
Pretein

Chiperone sctivity sssaovs were perfurssed sccondmg o
peocedure descnbed by Hess & FraGerald [43), with some
modificanions, Ensymate activity of Mt was asayal by
clavage of DNA pGEM-3Z veclor (Promegs, USA) con-
wining an only coe site for this serichon cazyme. Plassad
DNA was prepared by alkaline lysis with SDS acooeding to
Bimbolm & Doly [44).

DNA samples of pOEM-3Z plasmid were digested with
Nekel at 4FC for 50 minimes in the peesesce or absence of
recombaant McLEAT (2.0 pg), As costrol sunple, we usad
e plasmud DNA digested with Nl ot 37'C for 30 minutes.
Al samples were anslyzed by apseose pel Sloctropdonesis
stained with eshidmm bromide, moladng 3 plasmd DINA
s Assarys wore repented ot feast five Times, and for cachy
westlmont were performod theee sepetitions.

RESULTS AND DISCUSSION

Preduction of Recombinant McLEAS Proteln by Het-
erologous Expression is Bactori

Abiotic factors from emvronment, such 35 extremes of
wemperature and pH, hagh saleury and Srought, have causad
sigmficant losses o crop producton worldwsde, On the other
Sand, LEA proteins and their genes have been saccessfully
wsd %0 the generation of gemetically engineorad crops with
wokerance to abiotic stress {31,22]. Thus, the solation md
cluracterizstivm of such molecules ntribune % undenstand-
mz mechamism by which plaats response and adapt them-
sclves 10 abootic stresa, s well &5 10 the moleculss Seeodeng
of agriculturally important crops.

In cassave. a cDNA soqaence coding foe the 10 D& Mo
LEAZ protemn, with lovels of tramscripts mervssed m leaves
during 1 vivo sodran chlorkde weatment wis ientified
{34 however, we Bave so keowlalge sbout funaxas of
MeLEAY prowein =0 far. Therefore, here our mam goal was
8o produce the recombinant MelEAS protcin by delarak-
zous expressioa in £, colf and evaluie if this protein coudd
peoteet i v baieria cell agamst abootic stress.

To schieve this gosl, we firdly evaluatad it the recombe-
sart MeLEAS procein could be expressed in £ coll as &

Inble protem, smce luble peotens produced 2= mclo-
sons bodies freqeently regure labonous protweoks for peos
N exiraction and sokedsliotion Then, we submiiad the
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dedocad amino ackd sequencs of MeLEAS 1o logisic regres-
si analysis accocding 0 stady of Duaz or al. [40), whese
several parameters for predictag peotan solubilsy in & iy
have been considered, soch as molocular weighs md larpest
member of contignons hydeophobic and hydrophilic resadues
Our amalysis revealed 1000 perceat chance of solubility for
MeLEAT whes over<expressed n £ ool that wes experi-
mentally validated by dowection of reccothinmnt MeLEAY
potces Gom Wil proscin of haceeria colls expressiag (he
PET2%-MeLEAS construct (Fag. 1A) obtained 3s peocodure
describad in the Matervnf and Moty

In Fig, 1A s shown a SDS-PAGE of wal protein Troes
bactena cells transfoemed with pE 1290 McLEAS construct
and @ emply pET2% veior, ssed ax negative vomtrol, after
indaction with IPEG 1| mM and moubation ot 37°C foe &
boury, The pET292-MeLEAZ sample showad an additional
and intense hand with about 10 kKDx, which was not detected
in the convol sample (CTRL-) (Fig. TA) Our resels elso
rovealed that the recombinmnt MeLEAZR prossin coataining n

Ltensital &<His was seccessfully paritied by & nickel col-
ume. as shown in Fig. 1B, where the flow through fraction
and punified MeLEAS samples from die punficatson poocess
um'mmpami W the widl peotem oF pET2%-MeLEAZ
sample.

Figare 1, SDSFAGE of wal ¢ plen from baciens <ells
expuessing e pETI9eMeLEAS corsinugt and an cnpty pET2%
secion (regative Iy (A} mad prosen fractians (rum punficss

of reconbinamt McEEAT prowin wang & NITA sgaroso oolunn
(B). The amowes point to the 10 kDa MeLEAY prosen.

This 10 ADs prokin band detected by SDS-PAGE & =
accordance with predicted molecular weight of MeLEAS
reportal By Costa w ol [34]. MeLEAZ was &l prafiod w0
be synthesized 2s & precursor conteming an N-teemina) pre-
sequence of 46 amno aculs Bal s probably eleavad after
protem 50 be imporsed into the mitochondna, resulting in 2 $
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EDa mature protcin [34] 1w koeen that LEA peotons are
small moloculas weight proseins with possible localizaton -
e cytoplasm, sd also in organelies, such ¢ nucless, miko-
chomdeia tod chloroplast. In Aradidopsis shaluna, 15 genes
coding mainky for LEAS and LEAS proleiny peadiciad %o he
kcared in chloroplastmitochoodra were identified [12], In
Prosopic fodifova, a 10 RDa atypleal LEA peotem. mamed
PLEAY, predicted 1o be located in chloeoplast macc hondein
showed potestul eole in resposse  dehydeation {20] Roles
of matochomdrial LEA proseins mclode $he prosection of mi-
sochosdrial membirane [25] asd enzysses of minschoadrial
wirix, such m Fummarase sml rhodamese, dunng desiceation
jasy

Bacteria Cells Protection Against Abletic Stress Is Cone
Terred by the Recoashinant MeLEAS Protein

Qur previows studies revesied MeLEAT @3 s aypical
LEA protem, with a shightly hvdropathic pattern and the
amino-tenmnal sequence more hydrophodac than the car-
boxyl-werminal. Also, theso studies showed MeLEAS with
potential function on salt siress response in cassava, ooooed-
mg 10 gone expressiom amalysis wsmg seme-quantititive RT-
PCR sssays [ 34),

Although the sost of functiosal stafes of LEA pealens
are focused om very hydrophilic typical LEA proteins. some
few nvesiganons have shown stypical LEA proteis with
functions m sokerance o btk stress. They mchode fanc-
thoul analysa of utypical LEA s saspense planis [21,22)
and hescrologous expressiom in backeria [22,36] and veast
{21} Therefore, to test of the recombinant MeLEAS could
show i lerece fonctm in boctens cells against abiotic
sress, we evaluated die growds of bactenia cell expuessng
B pET29-MyLEAT construct smder salt and hest ires-
ments.

Foo salt suess assays, the recombinam MeLEAS was ex-
peosand in bactenal cells under differont concontrattions of
NaCl (0, 250, 500 wnd 750 mM) for 12 hours, and bacserial
growdd was monitored by abscebance o 600 nm. As depwcied
m Fig 2, cur reswls showed no differences i growth raks
of boctena expressmg the recombinaat MeLEAS and bocte-
na controd cells smnsfonned with an empty pEY29% vector
wadix 0 mM e 250 mM NaCl However, solir bigh sall
weatment (400 mM and 750 mM NaCl) boctena cxprosssag
e recombinanl MeLEAT showod groath sdvantage in
comparison 1o the control cells, confirming thm MeLEAS
peotem contribesed for proection of hackerie colls againat
=l stross. This result is occondmoe with ofher stodies of
arypical and wpecal LEA proteins. For example, the over-
expression of SILEA L4, m atypical LEA from foxsail mollet,
ipeoved E. coli growtk pesformance sader salt stress |22
Likowisg, the OsLEAS, an atypecal bydrophohic LEA pen-
win from Onza swho, wis obde 1o prosect bactenia cells
sgaingt salt strews [36]. As cxamples of typical LEA peuicies,
e PgLEA from Pomsbrenuw ghamowmis conferred procectson
against sall stress in dactera cells [35], whike PMI proton
from soybean projected £ colf under hugh sak or tempera-
tare Ireaaments [35.39] Thereloee, we can ok thig ouf
resuk obtamed bere cocroboratod previeus data of M e
sall saress o cassava leaves (34, wlicatng Sar MelEAS
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Vigare 2. Dvatusion of effoc) of recombaant Mel EAY peoteie on
Pecteril poath under salt siress. Boacteris cclbs tansfoened with
PETI0- ML EAT coretrust were subenmted to diffeorant comaantn-
s of NoC (9, 250, 500 aedd 750 M) w it | mM PTG for 12
bourx, fetlowad by avalusiion of shavhasce 5t 800 ne. flactern
eclhs mansfomead with an cepty pET2% vootor were used s cone
wol

protcs can also confer v vive protection agmnss salmity in
casasva plest,

Besides prosechion agunst sall stress, we also evaluaiod
the effect of recombinant MeLEAZ protesn in hacteriad
prowth durmg heat stress, Bacteria sells expeosang the M-
LEA3 construct were subenitied 1o different 1smpemntunes
(G37°C. 45°C and SO°C) foe 12 bours, and backerisl growth
ons monitored by sbsorbance m €0 nm. Our results re-
vended that at high tamper e (35°C und S0'C) e hacterial
growth rates were significatvely reduced m both bacteria
<ells expressing e pET29-Mel FAJ construct and an coply
PET2% vector @ comparison with bacterial growsh st 37'C
{Fig. 3}, confleming the effect of bagh temperature i inhibi-
tion of bacsoraal growth, Qur results also covealod that Me-
LEAI proeein contnbated 1o tolesance of backena 1o beat
stress, xinee 3l hagh tempersture the fackerin cells exprosang
the pET29-MeLEAS constrect showed 2 growth odvanmage
in comparisces to control cells (Fig. 31,

These owe results are also = agreemont with e btero-
ture, where ofer sadics huve seponad LEA prodans coafer-
nng toderumce agamst heat stress in bacteria. For example,
the especaion of PM2 prosein froe soybean geuteciad &
ool under begh tomperature treatmeents [38,39], Likewise, the
PLEA showed peolection sgrisst hest stress in hacterin
cells [35] Among prokective odes of LEA proscing agsnst
abiotic stress, it is keown tat they can act as modecular
shclds By reducmg sppregation of dohydrabon-sensitive
protess [46-48]. Also. LEA proeins can act a5 choperones
by imeracting with other proteing, siabilicey and prescrvimg
the native stracture end faection of dwem [24,89.50]. Chaper-
e snvity of LEA proleiss com ionvolve an uet-migregamtion
mechanism peeveatmg the formation of ing porotein
aggregates, and subilizisg protelns in a pastially untolded
state casd by enviromesental stross [ 24 49.50)
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Figure 3. Evaluston of cffcct of secombernaat McLEAD prokcis on
Sactenad grosth andor bhem stress Bacterin cells trmshmed with
PET29MeLEAS consmact woee suboined w0 SXTercnl tesipers-
wires 7C, 45°C and S0°C) with | mM PTG for 12 houn, fol-
hiwed By evaluation of sctbence 2t 00 mn. Bactorka cells sues-
formed with an copty pEY 293 vecsor were iwsad < comimol

Pretoction of Ndel Resriction Faryme from Hest Tnscti-
vatlon by MeLEASX Frotein

Fased on our results of growds of bactena expressing the
MeLEAS under sak and beat stress, we hypothestzed that
MeLEAT could contribete %o wierance 1o ahiohic stross s =
mobeculor chaperone. Then, we performsed chaperome activ-
iy wsyws OF purified MeLEAT and evalumied if this peotom
could protect the Al restriction eazyme against moctinvo.
e by beat stress. DNA samples of pGEM-3Z vecor were
digusted with Ml 20 S0°C in the presence or absence of
rocombeant MeLEAS (2.0 pg), foliowead by anadyss on sgu-
mose pel clectrophoress stamed with ethidinm brossade. Our
rewsles showed thae Nl activity was patiolly inactivated by
Reat st 30°C, accordimg to comparisos with DNA sample
dgested o1 37'C (Fig, 4). Ao, MeLEAS peoten conferred &
peulective function o Nidel st S0°C, since the sample con-
uining fes prodein showsd & DNA band of Jecarined plis.
md more intie than saenple wilou! MeLEAT, indicating »
betier dagestion by Mdef on the presence of McLEAS. In
sildition, our reswhs Showed that the dgestion poltorn of
sample coataining MeLEADY was very close to sample con-
wol containing DNA vecsor digested w 17°C, an optimal
semperature for Mokl octivity (Fig. 4). Thus, we concluded
Wl MeLEAS peotos showod cluperone sctivity by stabili-
aon and preservation of Ndel function under heat stress
condtions used here

Tn Bos wowk, we reported Tor the fiest teme 8 heteroks-
gous expression of o LEA peowin from cassava in £ colf and
e cvnhmtion of sokrance of baciaria expressing this peulen
soder abkooe stress. Despite o 5 not owr goal elucsdsie
mechmems by whick recombmsst McLEAT protein peo-
woved boctoris cols against <alt and beot stress, it is known
St LEA prossins can display ssasbar mechunisms ol p
fiom against shiotic stroes m both prokarvetes and oukaryotes
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Figare & Assays of prosectons of Ndel restnction enzyme fom
kel mactivaton by recombaiast Ml EAS protess, DNA sampies
of pGEM-IZ vethor were digested by Nl st S6°C i the presesce
or shanee of necombaant Mol EA)D and salyoad on agamse ol
eharophorests saingd with chidum brombie. Sagles of DNA
vertor digestod by MM 2t 17°C und uncat DINA veckor were ssed
& controbs

cells [HI). Addinomally, besades Tunctaonal stadies of wtypecal
LEA from plants = bacteria [22.36] and yeost [21], trans-
genic planss aver-expressing such genes kave also confemed
the LEA roles m mcreasing of jolerance to whaots: stress |21,
22|, thiuss it is poosible that MeLEAS hus & sisilar functions in
cassva. Since MeLLEAD protwin is predicwed to be locned m
miochondng, is possible that this peotess contrdures o o
mokoular Gaperone in peutection of proteins and eneymes
of mesochoadnal matrix dering abvotie stress, such high tem-
perature; however, furdier studics are necessary W elucida
the exact molecular functson of MeLEAS prosein = cassavn
phint, The Fadings obtaieed hoe indicate that MelLEAS i
posentia) as candidate gene %o generation of geanetically engie
recred coops with tlemncs 1o o siress,
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Jowraal Nawe, Year, Vilwee 1

Title: (The Title of the Article should be Precise and Brief and Must Not be
More Than 120 Characters. Authors should avoid the Use of Non-
Standard Abbreviations, The Title Must be Written in Title Case Except

for articles, conjunctions and prepositions.)
Principal Author®, Corresponding suthor™, Co-suthor!', Co-author™ and Co-suthor™

(The mehoe wil ba racuured o prordda ther 8 sames, the et

o e b wh un m bort of the e

of the prncipaltaresponding sshar).

“Deparment Mawe, Faculty Nome, Umvernnr Name. Ciry, Cowmrry: *Depavoment Noowe, Facwler Mawe,

Universicy Nawe, City, Conpyry

Abstruwct: The abstcact shoeld not exceed 250 wonh fir neview pogurs

anicle.
Keywords: & 10 8 heywords sust be provaded.

L INTRODUCTION

The Intreducticn soction shosld inclode the backgrovsend
and aams of the research in a comprebensive manmer. for the
yesearchers
1L Section hwadings

Section headiogs should be numbered seqeentially, left
algnal anid hsve the first leter capetalizad, Sartmg with the
mtrodoctacon,  Sob-section  headmgs however should be in
kwercase and lalicized with thes inicials capitalized They
sxuld be numbered as L1, 1.2, e, A page tueak may be
mserted 1o heep i healing along witly ios e,

1.2 General geidelines For the preparation of your fest

Plasse provide soft copees of all the matenals (man texl
m MS Word or TexLaTeX), Sparestllustations in TIFF,
PDF or JPEG, and chemical structires devan in ChemDraw
(COXNSESDvaw (TGF) as scporale files, whike & PFDF
versdon of e estire samecngd must alao be includad,
embedded with ull the figuresillesratmsiablesdchomical
suctores o, I s advesable that B document files redaind
% & manuscript submission should always have the same of
e comesponding author as part of the flke name, e, “Cilli
MS textdos™. “Cilli MS Figure 1™ et

It 15 smportive thl hefore sebmisacn, authors should
cirefully proofresd the fiks o special  characters,
mathessstical  symbols, Greek letsers, ogeations. tahles,
referemces and images, 1o ensure that they appeur & proper
formalt,

TAddren corropoadence K dus author 31 the Departrwent of cocy, Pacudny
of ane, xee Lveverats, PO Bac (0000000 City. Crertry, Tedaa: seb-
OO000 00O, + 0400 U000, E-zod b sathord sustaie 3ax

XNX-XXXT4 $50U0.00

saal A

of the

faing iy

References, figures, whles, chemecal ssumes o
should be referred 1o in the sext at the appeopnate place
where they have been first discusax] Figere legendy
captyons should also be providad,

LY Figuresdllestrations:

Al suthors must serictly follow the gudelines below for
prepariayg illustations for pubdication. I the Bgaes ae
found to be ssbstamdand, then the manuscripts will be
repcted’ and the authors oftered the option of figure
improvement professicnally by Eureka Science. The custs
foe sech impeoverment will be charged % e authors

Thestraons  shoudd he  peovided as  separate  files,
embedded in the text filee md must be asmbored
comsecutively in the oeder of the appearance. Each Gipwe
shauld inchede only 3 single illadrsoon which dhould by
cropped o minimize the amosat of space occepicd by the
illustralion.

1F a2 figure s m separate parts, all pots of the figure must
be providad (0 u single composiee (lustranon file.

Photogesghs  shiwdd e providal wah & oscale bar of
appropeiate, as well s highresslutin componml fles

L3 Scaling/Revolotion:

Line Art mmage tspe 15 noomally am image hased oo lines
and test I does oot contads wesd or shaded s The
preferresd file formin should be TIFF or EPS, with the cok
made being Mosocteome 1-hit or RGE, = 2 reselution of
SO0 | 200 g

Halftooo mmge type s a conbouous tooe photogrph
comtaeing 00 1ext. Bt showkd have the peeferred file forma
TIFF. with color mocke boing RGB or Grayseale, in a
Tesolation of 200 dp.




3 Josraal Nase, M0 Yal & Ny, 0

Combination msaps 1ype = an msape conlmnmy halfione |
wext or line art cements. It should bave the preferred fike
format TIFF, with oodoc made Being RGE or Graysanle, m a
resolution of S00-900 dpi,

112 Formars:

lbsstraons may be submitted in the following fike
Tormmals:

o Illustrater

o EPS/{preferned formmt for dingrams)

«  PDF (2ds0 especiully sanable for dagrams)
*  PNG (preferred Sormur for photos o images)

o Microsoft Word {version 5 and shove: figures must
be u vingle page)

o PowerPoint (figures must be 2 sngle page)
« TIFF

o JVEG (eomvenson shoold be dose psing the oeiginal
file)

s« BMP
s  CDX (ChemDraw)
*  TGF{ISISDvaw)

Beothun Scicece does not process figures subesanial o
GIF format.

Fox TIFF o EFS figures with considerally large (e size
resuicting the fike siee in online subenieskes Is ihisahle.
Authors may therefoee convert to JPEG format before
sedamissaon o this resedt in apnificanily redeced fle size and
spiood time, while retmnng acceptoble quality, JPEG s o
‘lossy’ format, howover. In order 1o mantain sccoptabke
wrage quadity, It is recommadod g FPECG (Bes are soval
at High or Maximum guality.

Zapit oe Sl 1oaks shoekd not be used 8o compress fikes
paior %0 sebmission e e resulling compeession tuoagh
these tools is always neglipible,

Please refvain from sepplying:
w) Graphiey arbeldad m wond pocosar (spreadshedt.
preseatition) documest.

bl Optimized files optimized e screen wse (like GIF,
BMP. PICT, WPG) bocause of the Llow resclutica.

¢ Files with e fow 2 resolution.

d)  Graphics that me disproportiomately large foe the
walent,

133 Iwage Conversion Towls:

Thirw are 3 number of soltware pockages available, many
of them froewire or shareware, capable of converting 10 med
froes Gfferent graphiecs fovmats, inchaling PNG.

COemeral tools for image comversion  incude  Graphic
Comverter on the Maontosh, Passt Shop Pro. for Windows,
and ImageMagick, muilable oo Macstosh, Windows sl
UNIX platforms.
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Batmep imsipes (e.g sereenshoty) should oot be converial
w0 EPS as they result in o mwch lirger file swe than the
wiuivalest JPEG, TIFF, PNG or BMP, and poor quality. EPS
should cnly be used for images produced by vector-drawing
applications such as Adobe Tllustrator or CorefDraw. Muosi
vector-drawing applications cas be suved in, or exposted
EPS fooman, I the imsges were originally prepured »
Office application, soch 2 Woed a0 PowerPost. original
Otfice files should be directly spboaded (o the sas, nsead of
boing convered 10 JPEG or ancthver formut of low quality

1.3.4. Color Figures/Mllustrations:

Cobor figures publication in the joumal: The cost for cach
Indivedsal page of cokr Rgeres i LSS 950

Color Niguess showdd Be supplicd e CMYK ot RGE
colur

LXS. Chomscal Strwcrores:

Chemical structures MUST be prepared 8 ChemDrnoad
COX anid providen s o separate Nke,

1.4 Takles:

Tables shauld be emboddod 1n the ext exactly according
20 their appropriate placessent in the submined manecnge
Table number in Bold fomt e Table 1, dwuld fllow a e
The ttle should be in smald case with the first Jeter o caps.

Duta Tahdes shoedd be sabmined in Microsoft Word table
formal

1.5 Construction of references

All referesces should be numbered sequentially (in
sqeare hrackess in the text and lssed o he same ssmercal
ceder in the reference section. The reference numbers mast
te finatized and the bibliography must be folly fomuaned
before submission,

Sampde references are provided ot the ead of This repdale
m the reference section, Correct relivrence Formad st lis)
st de prowaded in the article.

L MATERIALS AND METHOD (FOR RESEARCH /
LETTER ARTICLES ONLY)

This section provides details of the meticdology usad
adong widh  information on any previcus  efforts with
comesponding  references, Any deuils fir  furder
mfificitions and researchs shoukd be indudoed

A EXPERIMENTAL: (FOR RESEARCH ARTICLES
ONLY -

Repeated informurion should not bo reporsed in the text of
an amcle. A cdeulition section mus swdule experimentad
iz, Bats md practical development from @ Mheoretical

penpective.

4. RESULTS AND DISCUSSIONS: (FOR RESEARCH
ARTICLES ONLY)-

The Reseln  and  dicussions  may be  preseniad
indivadsally or combined in a single section with shont d
informalve headings.
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A STANDARD  FPROTOCOL ON  APPROVALS,
REGISTRATIONS, PATIENT CONSENTS & ANIMAL
PROTECTION:

Al cliical investgations must be conducted socondisg w
e declaration of helsinki prciplos. Auhors mme comply
with the pucklines of the intemamonal commitzee of medical
Furnad odeoey (waw iamaeong) with regard o the patent’s
cumsent foe resennch of partikipation @ a eudy.

CONCLUSION

The conchading laes of the micke suy be prevested in o
short setion of conclusxn,

LIST OF ABBREVIATIONS

11 abbreviations ure usad im the teat cather they shoukd be
dufined in tho text where first used, or 3 Tist of abbreviatacns
can be provided.

CONFLICT OF INTEREST

Financal contrilagions and any potentisl conflict of
wterest must be chearly ackmowledgal under the headag
‘ConfMict of Imterest”, Auhoes mugl Bt the sources) of
funding for e stody. This sbould be done for each author.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Sopportive/Supplementaey  material - Intended ke
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baef caption line for each file dossmbing its contonts,
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