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APRESENTAÇÃO 

 

O presente Trabalho de Conclusão de Curso é uma reprodução do artigo Heterologous 

Expression of MeLEA3: A 10 kDa Late Embryogenesis Abundant Protein of Cassava, 

Confers Tolerance to Abiotic Stress in Escherichia coli with Recombinant Protein Showing 

In Vitro Chaperone Activity, de Barros et al. (2015), volume vinte e dois. Sob o tema Ciência de 

Proteínas e Peptídeos e baseado na expressão recombinante, foi publicado no periódico Protein & 

Peptide Letters pela Bentham Science, com DOI 10.2174/0929866522666150520145302. Para ter 

acesso ao artigo e à normatização da redação desse, vide o apêndice A e o anexo A deste 

documento, respectivamente.  
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RESUMO 

 

Proteínas abundantes na embriogênese tardia (LEA, de Late Embryogenesis Abundant) 

possuem baixo peso molecular e estão envolvidas na aquisição de tolerância a seca, salinidade, 

altas temperaturas, frio e congelamento, em diversas plantas. Estudos preliminares revelaram uma 

sequência de cDNA codificando a proteína LEA atípica de 10 kDa, denominada MeLEA3, predita 

para ter localização mitocondrial e com potencial envolvimento na resposta ao estresse salino em 

mandioca (Manihot esculenta Crantz). Desta forma, o principal objetivo do presente trabalho foi 

produzir a proteína MeLEA3 recombinante por meio da expressão heteróloga em Escherichia coli, 

e avaliar a tolerância das bactérias expressando essa proteína sob estresse abiótico. Nossos 

resultados indicaram que a proteína recombinante conferiu função protetora frente aos estresses 

térmico e salino em células bacterianas. Também, a MeLEA3 recombinante demonstrou atividade 

de chaperona in vitro mediante proteção da atividade da enzima de restrição NdeI sob estresse 

térmico. 

 

Palavras-chave: Estresse abiótico, Proteína LEA atípica, Mandioca, Atividade de chaperona, 

Expressão heteróloga em bactérias, Proteína 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 atypical LEA 

protein, named MeLEA3, predicted to be located into mitochondria with potential role in 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 

MeLEA3 protein conferred a protective function against heat and salt stress in bacterial cells. Also, 

the recombinant MeLEA3 protein showed in vitro chaperone activity by protection of NdeI 

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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INTRODUÇÃO 

 

O crescimento e o desenvolvimento de plantas podem ser afetados por múltiplos 

fatores abióticos, tais como extremos de temperatura e pH, elevada salinidade e seca, 

ocasionando perdas significativas à produção de culturas mundialmente.  

Em nível molecular, sabe-se que as plantas desenvolveram diferentes mecanismos 

de respostas adaptativas às alterações ambientais por meio da regulação de vários genes 

relacionados à defesa abiótica. Entre esses, as proteínas abundantes na embriogênese tardia 

(LEA), a princípio identificadas durante estágios tardios de desenvolvimento das sementes de 

algodão, acompanhadas de desidratação [1-3], possuem baixo peso molecular variando entre 

10 a 30 kDa [4] e estão envolvidas na aquisição de tolerância à seca, alta temperatura, 

salinidade, frio e congelamento, em diferentes plantas [5,6]. Em animais, proteínas LEA foram 

detectadas em rotíferos [7] e nematódeos, como Aphelenchus avenae [8] e Caenorhabditis 

elegans [9]. As proteínas LEA podem ser encontradas também em microrganismos, a exemplo 

de Bacillus subtilis [10].  
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As proteínas LEA foram inicialmente classificadas por Dure et al. [11] em seis 

grupos, de acordo com a ocorrência de motivos de aminoácidos conservados. A partir dos 

avanços na identificação de novas proteínas LEA, outras classificações foram propostas [12-

14], incluindo a de Jaspard et al. [14], a qual é baseada em propriedades físico-químicas e 

resulta na distribuição de proteínas LEA em doze grupos. Ademais, considerando-se sua 

natureza bioquímica, essas proteínas podem ser classificadas como LEA típicas, quando são 

altamente hidrofílicas [5,15], enquanto aquelas que apresentam características hidrofóbicas são 

conhecidas como LEA atípicas [16-22]. Para mais detalhes acerca das principais classificações 

das proteínas LEA, consultar a revisão de Amara et al. [23]. 

Sabe-se que proteínas LEA podem participar de diversos mecanismos para 

assegurar a manutenção de processos biológicos vitais durante o estresse abiótico. Assim, elas 

podem proteger outras proteínas e/ou componentes celulares da agregação ou dessecação via 

retenção de água, sequestro de íons, além de atuarem molecularmente como chaperonas, como 

no caso das proteínas altamente hidrofílicas ERD10 e ERD14 de Arabidopsis thaliana [24]. Do 

mesmo modo, as proteínas LEA podem interagir com membranas mitocondriais a fim de 

preservar os lipossomos expostos à seca, como a PsLEAm, uma LEA hidrofílica mitocondrial 

de ervilha (Pisum sativum) [25]. Além disso, estudos evidenciaram deidrinas de Citrus unshiu 

com habilidade de estabilizar enzimas lábeis em condições de estresse térmico por frio [26,27], 

de funcionar como antioxidante na defesa de mitocôndrias contra baixas temperaturas ou de 

reduzir o dano oxidativo causado pelo estresse hídrico [28,29]. Em Medicago truncatula, uma 

LEA atípica denominada MtPM25 não foi capaz de conservar membranas, mas preveniu a 

agregação de proteínas durante o estresse [30].   

A detecção de proteínas LEA e seus genes correspondentes é relevante para 

compreender como as plantas respondem e se ambientam, em nível molecular, às distintas 

perturbações abióticas como seca, frio e salinidade. Além disto, genes LEA têm sido utilizados 

com êxito na produção de culturas tolerantes às alterações ambientais por programas de 

melhoramento molecular [31,32]. Portanto, a respeito das características agronômicas, o 

isolamento e caracterização de genes e proteínas LEA contribuem para o melhoramento 

genético visando promover a aquisição ou aperfeiçoamento da tolerância aos estresses abióticos 

em culturas relevantes. 

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma das culturas alimentícias tropicais 

mais importantes para mais de oitocentos milhões de pessoas no mundo. É uma espécie 

cultivada principalmente em países tropicais em desenvolvimento, onde a raiz é a principal 
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fonte de calorias para indivíduos de baixa renda devido à alta produtividade e resistência aos 

fatores abióticos.  

A identificação de sequências referentes as LEA de mandioca foi relatada pela 

primeira vez por Souza et al. [33], que isolaram uma sequência parcial de cDNA codificando 

uma proteína LEA putativa, possivelmente relacionada à tuberização de raízes de 

armazenamento. Posteriormente, Costa et al. [34] caracterizaram a sequência completa de 

cDNA codificando uma proteína LEA atípica de 10 kDa, denominada MeLEA3, apresentando 

o domínio conservado Pfam PF03242 e pertencendo à família LEA3, conforme a classificação 

de Hundermark e Hincha [13]. Ademais, o acúmulo de transcritos de MeLEA3 foi 

potencializado em folhas de mandioca tratadas com cloreto de sódio, com expressão máxima 

em 8 horas, sugerindo provável envolvimento na resposta ao estresse salino [34]; no entanto, 

as funções moleculares desta proteína ainda são desconhecidas. Por outro lado, vários estudos 

demonstram o uso eficiente de Escherichia coli para análises funcionais in vivo de proteínas 

LEA de plantas [22, 35-39].  

Desta forma, neste trabalho objetivamos produzir a MeLEA3 recombinante por 

meio da expressão heteróloga em E. coli e avaliar a tolerância das bactérias expressando essa 

proteína quando submetidas ao estresse salino e térmico. Além disto, a atividade de chaperona 

da MeLEA3 recombinante também foi avaliada.    
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Desenho de iniciadores e predição da solubilidade da MeLEA3 recombinante  

 

Para o desenho de iniciadores e predição da solubilidade da MeLEA3 recombinante 

expressa em E. coli, foram utilizadas as sequências de nucleotídeos e aminoácidos de MeLEA3 

descritas por Costa et al. [34]. O iniciador senso MeLEA3-Ex-F1 

(5’TGCATATGGCTCGCTCTTTCTCAGACG3’) e o anti-senso MeLEA3-Ex-R1 

(5’TACTCGAGATGCT TCTTCAACAGCATAGCCCT3’) contendo sítios para NdeI e XhoI 

(bases sublinhadas), respectivamente, foram desenhados fazendo-se uso do programa Vector 

NTI Advance 10 (Invitrogen, EUA). A solubilidade da proteína MeLEA3 recombinante foi 

predita a partir da análise de regressão logística (http://www.biotech.ou.edu/) baseada no 

modelo de predição proposto por Diaz et al. [40].     

 

 

Clonagem, expressão e purificação da proteína MeLEA3 recombinante 

 

A sequência de MeLEA3 foi clonada no vetor pET29a (Novagen, EUA) nos sítios 

para as enzimas de restrição NdeI e XhoI, gerando a construção pET29a-MeLEA3 com a 

proteína recombinante contendo a cauda 6×His C-terminal.  

Inicialmente, a sequência referente a ORF de MeLEA3 foi amplificada por ensaios 

de PCR usando os iniciadores MeLEA3-Ex-F1 e MeLEA3-Ex-R1 e DNA molde da sequência 

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 NdeI e XhoI (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 construção pET29a-MeLEA3 por 

eletroporação, e a expressão da proteína recombinante foi induzida por IPTG (1 mM), com 

incubação a 37°C por seis horas. Como controle negativo foram utilizadas células bacterianas 

transformadas com o vetor pET29a sem o inserto (pET29a vazio). 

Para extração das proteínas totais, as células de E. coli foram sedimentadas por 

centrifugação a 10.000 rpm durante dez minutos, seguida de lavagem do sedimento com Tris 
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10 mM pH: 8,0, e ressuspensão em tampão fosfato salino (PBS: NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 

mM; KH2PO4 1,8 mM; KCl 2,7 mM; pH: 7,4). A lise foi realizada por repetidos ciclos de 

congelamento e descongelamento. Após centrifugação a 12.000 rpm por dez minutos a 4°C, o 

sobrenadante contendo a proteína recombinante solúvel foi coletado e analisado em SDS-PAGE 

de acordo com Laemmli [41].   

A proteína MeLEA3 recombinante contendo a cauda de histidina foi purificada por 

afinidade em coluna de níquel (NiTA-agarose, Novagen, EUA) utilizando-se tampão de eluição 

com 250 mM de imidazol (Dinâmica), em conformidade com as orientações do fabricante. 

Amostras da fração submetida à coluna e da MeLEA3 purificada foram separadas por SDS-

PAGE para verificar a eficiência do processo de purificação. A amostra da MeLEA3 purificada 

foi quantificada no fluorímetro Qubit (Invitrogen, EUA). 

 

 

Ensaios de estresse salino de bactérias expressando a proteína MeLEA3 recombinante 

 

Para ensaios de tolerância ao estresse salino, células bacterianas contendo a 

construção pET29a-MeLEA3 foram cultivadas em meio LB contendo IPTG (1 mM) e 

diferentes concentrações de NaCl (0, 250, 500 e 750 mM), segundo o procedimento descrito 

por Reddy et al. [35] e Santa Brígida et al. [42]. Como controle negativo foram utilizadas 

bactérias transformadas com o vetor pET29a sem inserto. O crescimento bacteriano foi 

monitorado por medidas de absorbância a 600 nm. Os ensaios foram reproduzidos ao menos 

cinco vezes, e para cada tratamento foram feitas três repetições.   

 

 

Ensaios de estresse térmico de bactérias expressando a proteína MeLEA3 recombinante 

 

Para ensaios de tolerância ao estresse térmico, células bacterianas com a construção 

pET29a-MeLEA3 foram cultivadas em meio LB contendo IPTG (1 mM) e expostas à distintas 

temperaturas (37°C, 45°C e 50°C), de acordo com o procedimento descrito por Reddy et al. 

[35]. Após incubação sob múltiplas temperaturas, o crescimento bacteriano foi monitorado por 

medidas de absorbância a 600 nm. Os ensaios foram reproduzidos ao menos cinco vezes. Para 

cada tratamento foram realizadas três repetições. Como controle negativo foram utilizadas 

bactérias transformadas com o vetor pET29a sem inserto. 
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Atividade de chaperona in vitro da proteína MeLEA3 recombinante 

 

Ensaios de atividade de chaperona foram realizados de acordo com metodologia 

descrita por Hess & FitzGerald [43], com algumas modificações. A atividade enzimática de 

NdeI foi avaliada por meio da clivagem do vetor de DNA pGEM-3Z (Promega, EUA), com um 

único sítio para essa enzima de restrição. O DNA plasmidial foi preparado por lise alcalina com 

SDS de acordo com Birnboim & Doly [44].  

Amostras de DNA do vetor pGEM-3Z foram digeridas com NdeI a 50°C durante 

trinta minutos na presença ou ausência da MeLEA3 recombinante (2,0 µg). Como controle foi 

utilizado o DNA plasmidial digerido com NdeI a 37°C por trinta minutos. Todas as amostras 

foram analisadas por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etídio, incluindo o 

DNA plasmidial não digerido. Os ensaios foram repetidos ao menos cinco vezes e para cada 

tratamento foram desenvolvidas três repetições.   
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Produção da proteína MeLEA3 recombinante por expressão heteróloga em bactérias 

 

Fatores abióticos, tais como extremos de temperatura e pH, alta salinidade e seca, 

causam prejuízos significativos à produção de culturas em todo o mundo. Em contrapartida, 

proteínas LEA e os genes referentes a elas têm sido empregados com sucesso na geração de 

culturas geneticamente modificadas com tolerância às perturbações abióticas [31,32]. Assim, o 

isolamento e caracterização dessas proteínas colaboram para a compreensão dos mecanismos 

por meio dos quais as plantas respondem e se adaptam aos estresses ambientais, bem como para 

o melhoramento molecular de culturas de importância agrícola. 

Em mandioca, foi identificada uma sequência de cDNA codificando a proteína de 

10 kDa MeLEA3, cujos níveis de transcritos aumentaram em folhas durante tratamento in vitro 

com cloreto de sódio [34]; todavia as funções desta proteína ainda são desconhecidas. 

Consequentemente, o principal objetivo do presente trabalho foi produzir a proteína MeLEA3 

recombinante via expressão heteróloga em E. coli e avaliar se essa proteína poderia proteger in 

vivo as células bacterianas durante estresses abióticos.  

Para isto, primeiro foi avaliado se a MeLEA3 poderia ser expressa em E. coli como 

proteína solúvel, já que proteínas insolúveis produzidas como corpos de inclusão 

frequentemente exigem protocolos trabalhosos para extração e solubilização proteicas. Sendo 

assim, a sequência de aminoácidos da MeLEA3 foi submetida à análise de regressão logística 

segundo o estudo de Diaz et al. [40], no qual múltiplos parâmetros para predição da solubilidade 

da proteína em E. coli foram considerados, tais como peso molecular e maior número de 

resíduos hidrofóbicos e hidrofílicos contíguos. A análise revelou 100% de probabilidade de 

solubilidade para MeLEA3 quando super-expressa em E. coli, o que foi validado 

experimentalmente mediante visualização da banda correspondente a esta proteína no extrato 

proteico total de células bacterianas expressando pET29a-MeLEA3 (Fig. 1A), obtido de acordo 

com o descrito no Material e Métodos. 

Na Fig. 1A é mostrada a SDS-PAGE de proteínas totais de células bacterianas 

transformadas com a construção pET29a-MeLEA3 e o pET29a sem inserto, usado como 

controle negativo, após indução com IPTG (1 mM) e incubação a 37°C por seis horas. A 

amostra pET29a-MeLEA3 apresentou uma banda adicional e intensa com cerca de 10 kDa, a 

qual não foi observada na amostra controle (CTRL-) (Fig. 1A). Os resultados também 

indicaram que a proteína recombinante MeLEA3 contendo a cauda 6×His C-terminal foi 
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purificada com sucesso através da coluna de níquel, como mostrado na Fig. 1B, onde as 

amostras da fração submetida à coluna e da MeLEA3 purificada foram comparadas às proteínas 

totais de células expressando pET29a-MeLEA3. 

  

 

Figura 1. SDS-PAGE das amostras de proteínas totais de células bacterianas expressando a construção 

pET29a-MeLEA3 e o vetor pET29a sem inserto (CTRL-) (A) e frações de proteínas da purificação da 

MeLEA3 recombinante usando a coluna NiTA-agarose (B). As setas apontam para a proteína MeLEA3 

de 10 kDa. Adaptado de: Barros et al. (2015).   

 

A banda proteica de 10 kDa visualizada na SDS-PAGE está de acordo com o peso 

molecular de MeLEA3 predito por Costa et al. [34]. A MeLEA3 também foi predita para ser 

sintetizada como precursor contendo uma pré-sequência N-terminal de 46 aminoácidos que 

provavelmente é clivada após importação da proteína para a mitocôndria, resultando em uma 

proteína madura de 5 kDa [34]. Sabe-se que proteínas LEA possuem baixo peso molecular, 

com possível localização no citoplasma e em organelas, como núcleo, mitocôndria e 

cloroplasto. Em Arabidopsis thaliana, foram detectados 13 genes de LEA, codificando 

principalmente proteínas LEA3 e LEA4 com localização predita em cloroplasto/mitocôndria 

[13]. Em Prosopis juliflora, uma LEA atípica de 10 kDa, denominada PjLEA3, com localização 

predita em cloroplasto/mitocôndria, exibiu potencial participação na resposta à desidratação 
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[20]. Entre as funções das proteínas LEA mitocondriais está a defesa da membrana [25] e das 

enzimas da matriz mitocondrial, tais como fumarase e rodanase, durante dessecação [45].     

 

 

Proteção às células bacterianas contra estresse abiótico é conferida pela proteína 

MeLEA3 recombinante  

 

Nossos estudos prévios evidenciaram que a MeLEA3 é uma proteína LEA atípica, 

com um padrão ligeiramente hidropático e com a sequência amino-terminal mais hidrofóbica 

quando comparada à carboxi-terminal. Além disso, esses estudos atribuíram à MeLEA3 

possível função na resposta ao estresse salino em mandioca, conforme análise de expressão 

gênica por meio de ensaios de RT-PCR semiquantitativa [34].     

Ainda que a maioria dos estudos funcionais sobre proteínas LEA sejam voltados 

para as típicas hidrofílicas, algumas investigações mostram a participação de proteínas LEA 

atípicas na tolerância aos estresses abióticos. Essas incluem análises funcionais de LEA atípicas 

em plantas transgênicas [21,22] e expressão heteróloga em bactérias [22,36] e levedura [21]. 

Portanto, para testar se a MeLEA3 recombinante poderia contribuir para tolerância de células 

bacterianas a estresses abióticos, foi analisado o crescimento de células de E. coli expressando 

pET29a-MeLEA3 sob tratamentos salino e térmico.   

Para os ensaios de estresse salino, a MeLEA3 recombinante foi expressa em células 

de bactérias submetidas a distintas concentrações de NaCl (0, 250, 500 e 750 mM) por doze 

horas e o crescimento bacteriano monitorado pela absorbância a 600 nm. Como mostrado na 

Fig. 2, os resultados revelaram diferenças 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 

concentração de sal (500 mM e 750 mM), as bactérias expressando a proteína recombinante 

apresentaram vantagens no crescimento em comparação às células controle, confirmando que 

a MeLEA3 contribuiu para a defesa de células de E. coli contra o estresse salino.  

Esse resultado está em concordância com outros estudos sobre proteínas LEA 

atípicas e típicas. Por exemplo, a super-expressão de SiLEA14, uma LEA atípica de milho 

painço, contribuiu para o crescimento de E. coli sob estresse salino [22]. Do mesmo modo, a 

OsLEA5, uma LEA atípica hidrofóbica de Oryza sativa, foi capaz de proteger células 

bacterianas em condições de elevadas concentrações de sal [36]. Como exemplos de LEA 

típicas, a PgLEA de Pennisetum glaucum conferiu proteção contra a alta salinidade em células 
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bacterianas [35], enquanto a proteína 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 MeLEA3 pode também conferir proteção in 

vivo contra salinidade na planta de mandioca. 

 

 

Figura 2. Avaliação do efeito da MeLEA3 recombinante no crescimento de E. coli sob estresse salino. 

Células bacterianas transformadas com pET29a-MeLEA3 foram submetidas à diferentes concentrações 

de NaCl (0, 250, 500 e 750 mM) com IPTG (1 mM) por doze horas, seguida de análise da absorbância 

a 600 nm. Células transformadas com o vetor pET29a foram utilizadas como controle. Adaptado de: 

Barros et al. (2015).    

 

Além da defesa contra o estresse salino, também foi analisado o efeito da MeLEA3 

recombinante no crescimento bacteriano durante o estresse térmico. Para isso, células de E. coli 

expressando a referida proteína foram submetidas a diferentes temperaturas (37°C, 45°C e 

50°C) por doze horas, e o crescimento bacteriano foi monitorado por absorbância a 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-MeLEA3 quanto 

naquelas apenas com pET29a em comparação ao crescimento a 37°C (Fig. 3), confirmando o 

efeito da alta temperatura na inibição do crescimento bacteriano. Os resultados também 

revelaram que a MeLEA3 contribuiu para tolerância das bactérias ao estresse térmico, uma vez 
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que, sob elevada temperatura, as células de E. coli expressando pET29a-MeLEA3 apresentaram 

melhor desempenho no crescimento em comparação com o controle (Fig. 3). 

 

 

Figura 3. Avaliação do efeito da MeLEA3 recombinante no crescimento bacteriano sob estresse 

térmico. Células de E. coli transformadas com pET29a-MeLEA3 foram expostas à diferentes 

temperaturas (37°C, 45°C e 50°C) com IPTG (1 mM) por doze horas, seguida da análise de absorbância 

a 600 nm. Células transformadas com o vetor pET29a sem inserto foram utilizadas como controle. 

Adaptado de: Barros et al. (2015).   

 

Esses resultados também estão em concordância com a literatura, onde outros 

estudos mostraram proteínas LEA conferindo tolerância contra temperaturas adversas em 

bactérias. Por exemplo, a expressão da proteína PM2 de soja protegeu E. coli diante de 

tratamentos com elevada temperatura [38, 39]. Similarmente, a pgLEA protegeu células 

bacterianas expostas ao estresse térmico [35]. Entre as funções protetoras das LEA contra 

estresses abióticos, é conhecido que elas podem agir como escudos moleculares reduzindo a 

agregação de proteínas sensíveis à desidratação [46-48]. Mais ainda, podem atuar como 

chaperonas ao interagirem com outras proteínas, estabilizando e preservando suas estruturas 

nativas e funções [24, 49, 50]. A atividade de chaperona das proteínas LEA pode envolver um 

mecanismo de antiagregação que evita a formação de agregados proteicos prejudiciais e 

estabiliza proteínas em um estado parcialmente desnaturado causado pelo estresse ambiental 

[24, 49, 50]. 
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Proteção contra a inativação térmica da enzima de restrição NdeI pela MeLEA3   

 

Baseado nos resultados de crescimento de bactérias expressando a MeLEA3 

submetidas aos estresses salino e térmico, foi considerada a hipótese desta proteína atuar na 

tolerância ao estresse abiótico como chaperona molecular. Sendo assim, foram realizados 

ensaios de atividade de chaperona da MeLEA3 purificada, nos quais foi avaliado se essa 

proteína poderia proteger a enzima de restrição NdeI da inativação térmica. Amostras de DNA 

do vetor pGEM-3Z foram digeridas com NdeI a 50°C na presença ou ausência da MeLEA3 

recombinante (2,0 μg), seguida de avaliação por eletroforese em gel de agarose corado com 

brometo de etídio. Os dados obtidos mostraram que a atividade da NdeI foi parcialmente 

inativada pela temperatura de 50°C em comparação com a amostra de DNA digerida a 37°C 

(Fig. 4).  Ademais, a MeLEA3 conferiu função protetora a NdeI a 50°C, já que a amostra 

contendo essa proteína apresentou uma banda de DNA do plasmídeo linearizado mais intensa 

que a amostra sem MeLEA3, indicando uma melhor digestão do DNA pela NdeI quando na 

presença da proteína recombinante. Além disso, nossos resultados revelaram que o padrão de 

digestão da amostra com MeLEA3 estava similar ao da amostra controle com DNA do vetor 

digerido a 37°C, temperatura ótima para a atividade de NdeI (Fig. 4). Por isso, conclui-se que 

a MeLEA3 apresentou atividade de chaperona ao estabilizar e preservar a função da NdeI sob 

as condições de estresse térmico utilizadas no presente trabalho. 

 



13 
 

 

Figura 4. Ensaios de proteção contra inativação térmica da enzima de restrição NdeI pela MeLEA3 

recombinante. Amostras de DNA do vetor pGEM-3Z foram digeridas pela NdeI a 50°C com ou sem a 

MeLEA3 e analisadas por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etídio. Amostras de 

DNA do vetor digerido por NdeI a 37°C e amostras de DNA do vetor não digerido foram utilizadas 

como controles. Adaptado de: Barros et al. (2015).   

     

 Nesse trabalho, foi reportada pela primeira vez a expressão heteróloga de uma 

proteína LEA de mandioca em E. coli e a avaliação da tolerância de bactérias expressando essa 

proteína sob estresses abióticos. Apesar dos objetivos não incluírem a elucidação dos 

mecanismos pelos quais a MeLEA3 recombinante protegeu as células bacterianas contra o 

estresse salino e térmico, é conhecido que proteínas LEA podem desempenhar mecanismos de 

defesa similares contra estresses abióticos tanto em células procarióticas quanto eucarióticas 

[10].   

Adicionalmente, além de estudos funcionais sobre LEA atípicas de plantas em 

bactérias [22,36] e levedura [21], plantas transgênicas super-expressando tais genes 

confirmaram as funções das proteínas LEA no aumento da tolerância a estresses abióticos 

[21,22], sendo provável que a MeLEA3 tenha função semelhante na mandioca. Uma vez que a 

MeLEA3 presumivelmente apresenta localização na mitocôndria, é possível que essa proteína 

atue como chaperona molecular na defesa de proteínas e enzimas da matriz mitocondrial 
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expostas a estresses abióticos, como alta temperatura; entretanto, estudos adicionais são 

necessários para esclarecer a exata função molecular da MeLEA3 em plantas de mandioca. Os 

dados obtidos no presente trabalho indicam o gene MeLEA3 como potencial candidato na 

geração de culturas geneticamente modificadas com resistência a estresses abióticos.    
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