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EXTRATO 

PEDROSA, Andresa Muniz, D.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, julho 
de 2017. Caracterização molecular e funcional de genes da família LEA (late 
embryogenesis abundant) envolvidos em mecanismos de resposta e tolerância 
à seca em citros. Orientador: Marcio Gilberto Cardoso Costa.  Co-orientador: Alex-
Alan Furtado de Almeida. Conselheiro: Abelmon da Silva Gesteira. 
 

O problema eminente dos estresses abióticos, como a seca, traz um desafio à 
agricultura moderna de atender a demanda de alimentos. Na citricultura brasileira a 
produção é realizada em grandes áreas sem irrigação e a seca acarreta em prejuízos 
aos produtores.  Os pomares possuem base genética estreita em cultivares copas e 
porta-enxertos, tornando-os vulneráveis a pragas e doenças. Por isto, é necessário a 
diversificação genética, principalmente de variedades porta-enxerto, pois o limoeiro 
óCravoô (Citrus limonia L. Osb.), que é o mais utilizado na citricultura brasileira, 
apresenta suscetibilidade ao declínio e à morte súbita dos citros (MSC), embora seja 
tolerante à seca. Porta-enxertos alternativos ao limoeiro óCravoô possuem intoler©ncia 
à seca, sendo que uma das estratégias para o melhoramento genético desses porta-
enxertos é a identificação e transferência de genes candidatos de tolerância à seca 
presentes em óCravoô. O objetivo do estudo foi analisar e caracterizar a fam²lia das 
proteínas LEA e seus respectivos genes em Citrus sinensis, a fim de verificar o 
envolvimento dessas proteínas em resposta de tolerância à seca. No primeiro 
capítulo, a família de proteínas LEA de laranja doce foi amplamente caracterizada, 
sendo identificados 72 genes CsLEA pertencentes a sete grupos. A análise das 
propriedades físico-quimicas das proteínas LEA indicou que são proteínas pequenas, 
altamente hidrofílicas e com presença de motivos conservados em suas sequências. 
Quanto à localização celular podem ser encontradas em núcleo, citoplasma, 
membrana plasmática, cloroplasto, retículo endoplasmático e mitocôndria. Os genes 
CsLEA possuem ampla distribuição no genoma de C. sinensis e essa expansão da 
família LEA pode ser devido aos eventos de duplicação segmental e em tandem. Na 
região promotora dos genes CsLEA foram identificados a presença de vários cis-
elementos regulatórios responsivos a estresses, como DRE/CRT, MYBS, LTRE e 
principalmente o ABRE, indicando o possível envolvimento desses genes em funções 
importantes em resposta aos estresses abióticos. As análises de expressão gênica 
por meio de dados de RNA-seq revelaram que os genes CsLEA são expressos em 
vários tecidos, como flor, fruto, folha e calos em condições normais de crescimento. A 
expressão de dezessete genes contendo mais de dez cis-elementos ABRE em seus 
promotores foi analisada por RT-PCR (qPCR). Nove desses genes mostraram 
mudança no padrão de expressão em resposta a alguma condição de estresse como 
seca, estresse osmótico por PEG e salino com NaCl em folha e/ou raiz. O gene 
CsLEA4 foi induzido por seca em folha e por PEG em raiz. Baseado nesses 
resultados, o promotor desse gene foi selecionado, no segundo capítulo do presente 
trabalho, para clonagem e transformação genética de Nicotiana tabacum com a 
construção CsLEA4pro::GUS. Plântulas (T1) foram submetidas ao estresse osmótico e 
salino (in vitro) e o ensaio histoquímico do GUS mostrou a indução da expressão do 
GUS em folhas em ambas condições de estresse e controle. Logo, conclui-se que 
genes CsLEA estão envolvidos em repostas de tolerância à seca. A caracterização da 
família de proteínas LEA servirá como uma importante referência para estudos 
funcionais desses genes objetivando aplicações em programas de melhoramento 
genético de porta-enxerto de citros. 
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ABSTRACT 

PEDROSA, Andresa Muniz, D.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, julho 
de 2017. Molecular and functional characterization of genes of the LEA family 
(late embryogenesis abundant) involved in mechanisms of drought response 
and tolerance in citrus. Advisor: Marcio Gilberto Cardoso Costa. Advisor Committee 
Members:  Alex-Alan Furtado de Almeida and Abelmon da Silva Gesteira. 

 

The eminent problem of abiotic stresses, such as drought, brings a challenge to 
the modern agriculture to meet the food demand. In the Brazilian citriculture, the 
production is carried out in large areas without irrigation and the drought entail losses 
to the producers. Orchards have a narrow genetic base in canopy and rootstock 
cultivars, making them vulnerable to pests and diseases. Therefore, genetic 
diversification, especially of rootstock varieties, is necessary, because the rootstock 
Rangpur lime (Citrus limonia L. Osb.), which is the most used rootstock in Brazilian 
citriculture, is susceptible to citrus blight and citrus sudden death, although it is tolerant 
to drought. Alternative rootstocks to Rangpur have low tolerance to drought and one 
of the strategies for the genetic improvement of these rootstocks is the identification 
and transfer of drought tolerant candidate genes from Rangpur. The objective of this 
study was to analyze and characterize the LEA family of proteins and their respective 
genes in Citrus sinensis, in order to verify the involvement of these proteins in response 
to drought tolerance. In the first chapter, the sweet orange LEA family of proteins was 
extensively characterized in the present study, where 72 CsLEA genes belonging to 
seven different groups were identified. Analysis of the physicochemical properties of 
the LEA proteins indicated that they are small, highly hydrophilic proteins with 
presence of conserved motifs in their sequences. In relation to cellular localization, 
they can be found in the nucleus, cytoplasm, plasma membrane, chloroplast, 
endoplasmic reticulum and mitochondrion. CsLEA genes have a wide distribution in 
the genome of C. sinensis and the expansion of the LEA family may be due to the 
events of segmental and tandem duplications. In the promoter region of the CsLEAs, 
several stress-responsive cis-regulatory elements were identified such as DRE/CRT, 
MYBS, LTRE and especially ABRE, indicating the possible involvement of these genes 
in important functions related to abiotic stress response and tolerance. Gene 
expression analysis using RNA-seq data revealed that the CsLEA genes are 
expressed in various tissues, such as flower, fruit, leaf and callus under normal 
conditions. The expression profiles of seventeen genes containing more than ten cis-
regulatory elements ABRE in their promoters were analyzed by RT-PCR (qPCR). Nine 
of these genes showed change in expression pattern in response to some stress 
condition such as drought, osmotic stress by PEG and saline by NaCl, in leaf and / or 
root. The CsLEA4 gene was induced in leaf by drought stress and in root by PEG. 
Based on these results, the promoter of this gene was selected in the second chapter 
of the present study, for cloning and genetic transformation of Nicotiana tabacum with 
the CsLEA4pro::GUS construct. Seedlings (T1) were submitted to osmotic and saline 
stress (in vitro) and the GUS histochemical assay showed the induction of GUS 
expression in leaves under both stress and control conditions. Therefore, it was 
concluded that CsLEA genes are involved in drought response and tolerance. The 
characterization of the LEA protein family provides important references for functional 
studies of these genes aiming applications in citrus breeding programs. 

Keywords: Abiotic stress, citriculture, water deficiency, gene expression.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

A citricultura brasileira tem uma necessidade imprescindível de diversificação 

genética dos pomares, a fim de garantir a sustentabilidade da cadeia produtiva, visto 

que possui uma base genética estreita, especialmente em nível de variedades de 

porta-enxertos. Cerca de 85% das variedades copas estão enxertadas em limoeiro 

Cravo, que embora seja tolerante à seca, possui suscetibilidade a vários patógenos, 

o que tem levado muitos pomares a serem dizimados, como já ocorreu no passado 

com outras combinações de copa/porta-enxerto (Almeida and Passos 2011).  

No Nordeste brasileiro, Bahia e Sergipe lideram a produção, com cerca de 10% 

da produção nacional e a maioria dos produtores também utilizam a combinação de 

laranja doce (Citrus sinensis) em limão cravo (Citrus limonia L. Osb) (Martins et al. 

2016).  Em relação à diversificação de porta-enxerto, buscam-se dentre as principais 

características desejáveis: precocidade na produção de frutos, para que o retorno do 

capital investido ocorra rapidamente; alta eficiência produtiva; alta qualidade de frutos, 

redução no porte da planta possibilitando o aumento da densidade do plantio e 

adaptação ao convívio com estresses bióticos e abióticos. Os porta-enxertos 

alternativos utilizados são menos tolerantes ou intolerantes à seca, como por exemplo, 

a tangerina Cleópatra e  Sunki, o Citrumelo Swingle e o Flying Dragon (Oliveira et al. 

2014).  

As barreiras biológicas e genéticas encontradas no melhoramento genético 

clássico de citros tornam o processo de obtenção de cultivares melhoradas longo e 

custoso, além de demandar grandes áreas para avaliações em campo (Oliveira et al. 

2014). Ainda assim, os métodos tradicionais de melhoramento têm desempenhado 

um papel importante na melhoria das cultivares cítricas nos últimos anos, 

especialmente na exploração de mutações naturais.  Contudo, uma gama de técnicas 

biotecnológicas disponíveis, tais como cultura de células e tecidos e transformação 

genética permitem contornar os problemas associados com a biologia reprodutiva dos 

citros (Oliveira et al. 2014; Singh and Rajam 2009).  

A escassez hídrica é considerada como um problema iminente global e 

ambiental. Um dos gargalos da citricultura é a produção em grandes áreas não 

irrigadas, as quais vêm enfrentando secas nos últimos anos, acarretando em perdas 

nas safras (Fang and Xiong 2015; Palmiere et al. 2015). O estresse por seca em citros 
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diminui o crescimento vegetativo, provoca abortamento de frutos jovens, redução no 

desenvolvimento e qualidade interna e externa dos frutos, causando importantes 

perdas econômicas nos pomares (Pérez-Pérez et al. 2009; Rodríguez-Gamir et al. 

2010). Para manter uma indústria de cítricos sustentável e sólida, é necessário 

produzir novas cultivares com tolerância superior ao estresse hídrico para atender às 

demandas crescentes do atual mercado concorrente. Esforços têm sido feitos para 

melhorar a tolerância à seca em porta-enxerto de citros pela transferência de genes 

específicos de resposta ao estresse, especialmente aqueles que funcionam em ajuste 

osmótico ou estabilização da membrana (Gong and Liu 2013). 

Uma das estratégias para obtenção de plantas tolerantes à seca é através da 

identificação de genes candidatos que possam conferir tolerância e utilizá-los para 

melhoramento de culturas através da transformação genética.  Com o avanço do 

conhecimento da biologia moderna (genética molecular, proteômica, genômica e 

metabolômica) e de ferramentas biotecnológicas, os mecanismos moleculares de 

tolerância à seca em plantas têm sido desvendados nos últimos anos (Fang and Xiong 

2015). A tolerância à desidratação vem sendo investigada usando três abordagens 

principais em plantas: análise de sistemas tolerantes, como sementes e plantas de 

ressurreição; análise de mutantes; avaliação dos efeitos do estresse em plantas 

agrícolas relevantes (Ingram and Bartels 1996). 

Diversos genes relacionados com resposta à seca têm sido identificados, 

trazendo substanciais progressos para o melhoramento genético (Fang and Xiong 

2015). Através de análises de microarranjos em Arabidopsis, foram identificados os 

produtos de genes induzíveis por estresse que foram divididos em duas categorias, 

proteínas funcionais e proteínas regulatórias. As proteínas funcionais provavelmente 

estão relacionadas diretamente na tolerância ao estresse abiótico, entre elas 

destacam-se as LEAs (Late Embryogenesis Abundant). Já as proteínas regulatórias 

atuam na regulação do sinal de transdução e expressão de genes responsivos ao 

estresse, incluindo os fatores de transcrição dentre outras (Yamaguchi-Shinozaki and 

Shinozaki 2005). 

As proteínas LEA são encontradas em diversos organismos, sendo que em 

plantas essas proteínas se acumulam antes da dessecação das sementes, 

representando um argumento muito forte para a função dessas proteínas na tolerância 
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à dessecação. Sugerem-se que provavelmente essas proteínas devem desempenhar 

um papel na tolerância ao estresse como protetoras de biomoléculas e membranas. 

Estudos evidenciam que a superexpressão de genes LEA resulta em maior tolerância 

à desidratação, apesar de que o mecanismo exato ainda seja desconhecido. A 

expressão de genes LEA é expressivamente induzida por estresse abióticos, como 

seca, frio e salinidade. Muitas funções são propostas às proteínas LEA na tolerância 

à seca, como a manutenção de proteínas de membrana, sequestros de íons, tampão 

de hidratação ou ação de chaperonas moleculares. Mediante o exposto, inferem-se 

que exista uma correlação positiva entre a expressão de genes LEAs e tolerância à 

estresse abiótico em plantas (Umezawa et al. 2006; Hundertmark and Hincha 2008; 

Reddy et al. 2012; Mizoi and Yamaguchi-Shinozaki 2013; Candat et al. 2014). O 

aumento da tolerância à seca, salinidade e frio tem sido observado em plantas 

transgênicas superexpressando o genes LEA, como por exemplo em arroz, alfafa, 

amora e em plantas modelo como tabaco e Arabidopsis (Babu et al. 2004; Checker et 

al. 2012; Jia et al. 2015; Qin and Qin 2016; Zhang et al. 2016; Bao et al. 2017). 

Em vista disso, surge a hipótese de que membros da família das proteínas LEA 

atuam em mecanismos de resposta e tolerância à seca em citros, sendo que a 

superexpressão ou a repressão de genes desta família afeta a resposta a esse 

estresse. O objetivo central desse trabalho foi analisar e caracterizar os membros da 

família das proteínas funcionais LEAs no genoma de laranja doce (C. sinensis), a fim 

de caracterizar suas sequências, relações evolutivas, funções putativas e padrão de 

expressão gênica em diferentes tecidos vegetais em resposta a diferentes tipos de 

estresse abiótico. Além disso, avaliar a atividade do promotor do gene CsLEA4 em 

plantas transgênicas de tabaco. 

 

 

 

 

 

 



 
 

4 
 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Analisar e caracterizar a família das proteínas LEA e seus respectivos genes em 

Citrus sinensis, a fim de verificar o envolvimento dessas proteínas em resposta de 

tolerância à seca.  

 

2.2. Objetivos específicos 

1. Identificar os membros da família LEA em bancos de informação genômica de 

citros; 

2. Analisar as relações filogenéticas entre os membros da família LEA; 

3. Caracterizar a estrutura genômica e estrutura primária das proteínas dos membros 

da família LEA em Citrus sinensis; 

4. Caracterizar a expressão gênica dos membros da família LEA em folhas e raízes 

de plantas de citros submetidas à deficiência hídrica e estresse osmótico. 

5. Clonar e caracterizar o promotor de um dos membros envolvidos na resposta ao 

estresse hídrico. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1. Respostas moleculares de tolerância à seca em plantas 

Um dos grandes desafios da agricultura moderna para atender a demanda de 

alimentos da crescente população mundial é a busca por tolerância aos estresses 

abióticos, entre eles a seca. As mudanças climáticas que têm ocasionado secas 

prolongadas e altas temperaturas têm causado grandes perdas na agricultura em nível 

global (Mittler and Blumwald 2010; Chen et al. 2014). O estresse por seca é 

caracterizado por redução do teor de água, diminuição do potencial hídrico foliar, 

perda de turgor, fechamento estomático, redução do alargamento e crescimento 

celular, afetando vários processos bioquímicos e fisiológicos. Os efeitos da seca nas 

plantas têm sido muito estudados, contribuindo assim para o entendimento das 

respostas fisiológicas e moleculares (Jaleel 2009; Zhang and Huang 2013).  

A resistência à seca em plantas é uma característica complexa, visto que a 

seca frequentemente vem acompanhada de outros estresses, como por exemplo o 

calor. Consequentemente, ocorre o envolvimento de um conjunto de estratégias que 

abrangem aspectos morfológicos, alterações fisiológicas, celulares e moleculares. Os 

principais mecanismos de resistência à seca são retardo e tolerância à desidratação.  

O retardo da desidratação é caracterizado por respostas fisiológicas e morfológicas 

como perda e murcha das folhas, aumento do acúmulo de cera em folhas em algumas 

espécies, maior desenvolvimento do sistema radicular, densidade estomática, rápido 

fechamento estomático, aumento do teor de ácido abscísico (ABA), alterações no teor 

relativo de água e potencial hídrico, visando equilibrar a absorção e perda de água. A 

tolerância à desidratação está relacionada com características celulares como ajuste 

osmótico, estabilidade da membrana celular, detoxificação de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), acúmulo de proteínas protetoras, aumento no  teor de  osmólitos e 

osmoprotetores como prolina e açúcares, objetivando a proteção contra danos 

celulares quando os mecanismos de retardo já não são suficientes (Claeys and Inzé 

2013; Hu and Xiong 2014; Fang and Xiong 2015).  

As respostas das plantas aos estresses abióticos têm sido extensivamente 

estudadas, devido à complexidade genética por sua natureza multigênica. As 

múltiplas estratégias envolvidas nessas respostas ao estresse através de diversas 

cascatas de sinalização e ajuste osmótico tornam o melhoramento clássico dificultoso 
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para o aumento de tolerância ao estresse. Em condições de campo, essas respostas 

podem ser sinergicamente ou antagonicamente modificadas pela superposição de 

outros estresses (Mahajan et al. 2005; Vinocur and Altman 2005; Yamaguchi-

Shinozaki and Shinozaki 2005; Hu and Xiong 2014). É essencial entender 

profundamente os mecanismos moleculares de resposta das plantas sob estresses 

abióticos, percepção do estresse, cascata de sinalização, como o ajuste celular, redes 

de transcritos e vias metabólicas adaptativas (Chen et al. 2014). Essa cascata de 

sinalização que culmina na expressão de diversos genes é regulada por duas vias, a 

dependente e a independente de ABA, que é o principal fitohormônio que regula 

respostas moleculares e fisiológicas à deficiência hídrica. Os principais cis-elementos 

relacionados às essas vias são o ABRE (elemento de resposta ao ácido abscísico) e 

o DRE/CRT (elemento de resposta à desidratação), respectivamente (Yoshida et al. 

2014). 

A determinação das funções biológicas dos genes candidatos de tolerância à 

seca está entre os maiores desafios para a pesquisa pós-genômica, que é direcionada 

principalmente para determinação de seus perfis de expressão. Por isso, muitos 

desses genes vem sendo manipulados geneticamente e ñengenheiradosò para testar 

seus efeitos na tolerância à seca em culturas pela superexpressão ou silenciamento 

com as técnicas moleculares, como a tecnologia transgênica (Basu and 

Roychoudhury 2014; Hu and Xiong 2014). O sequenciamento completo do genoma 

de diversas culturas, dentre elas laranja doce Valência (Xu et al. 2013), tem 

possibilitado a identificação de genes induzidos por estresse através da tecnologia de 

microarranjos e perfis de expressão. Em Arabidopsis (Shinozaki et al. 2003) e arroz 

(Rabbani et al. 2003), os genes responsivos ao estresse foram identificados e 

distribuídos em dois grupos de acordo com sua função e seus produtos, as proteínas 

funcionais e as proteínas regulatórias. As proteínas funcionais incluem chaperonas, 

proteínas LEA, enzimas chaves para a biossíntese de osmólitos como prolina e 

açúcares, enzimas de detoxificação, proteínas de canal de água e várias proteases. 

As proteínas regulatórias incluem fatores de transcrição, proteínas quinases, 

fosfatases e outras moléculas de sinalização envolvidas na cascata de expressão 

gênica  (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki 2007). Tanto as proteínas funcionais 

como as regulatórias têm mostrado resultados eficientes pra tolerância à seca em 
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diversas culturas e plantas modelos (Yue et al. 2011; Todaka et al. 2015; Bao et al. 

2017; Martins et al. 2017; Pedrosa et al. 2017). 

É necessário que algumas considerações sejam feitas em relação ao futuro à 

respeito da efetivação da aplicação de tecnologias transgênicas ao melhoramento de 

resistência à seca. Primeiramente, podem ser adotadas abordagens multidisciplinares 

para decifrar o elaborado controle genético dos mecanismos de resistência à seca, o 

que também é essencial para desvendar os mecanismos genéticos e moleculares da 

resposta à seca e a relação entre diferentes estresses. Deve-se levar em 

consideração a exploração e identificação de promotores adequados que possam 

assegurar a transcrição estável e precisa de genes em um padrão antecipado sob 

condições de estresse específico (Fang and Xiong 2015). 

 

3.2. Proteínas LEA (Late Embryogenesis Abundant) 

As proteínas LEA foram descobertas em plantas de algodão (Galau and Dure 

1981), sendo expressas durante o período tardio do desenvolvimento da semente, 

acompanhado por desidratação. Fato pelo qual foi designado o nome das proteínas - 

Late Embryogenesis Abundant. São compostas principalmente de aminoácidos 

hidrofílicos ordenados em sequências repetidas, formando uma estrutura altamente 

hidrofílica e com estabilidade térmica (Hong-Bo et al. 2005; Tunnacliffe and Wise 

2007). Consiste numa grande família de genes subdividida em sete grupos baseado 

em domínios específicos, sequências de aminoácidos, similaridade na composição do 

peptídeo ou motivos distintos conservados. A existência de diversos grupos indica a 

variedade funcional dessas proteínas (Olvera-Carrillo et al. 2011). A nomenclatura dos 

grupos das proteínas LEA varia entre diferentes autores (Figura 1), frequentemente 

são usadas a nomenclatura do Pfam (Punta et al. 2012)  e as que foram propostas 

por Bray (1993),  Dure (1993) e Hundertmark e Hincha (2008). 
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Figura 1 ï  Classificação e nomenclatura dos sete grupos das proteínas LEA por diferentes autores, em azul a nomenclatura utilizada 
pelo banco de dados Late Embryogenesis Abundant Proteins DataBase. Fonte: LEAPdb (Hunault and  Jaspard  2010).
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As proteínas LEA possuem interessantes propriedades funcionais relacionadas 

ao seu suposto papel de estabilizadores celulares sob condições de estresse. Estudos 

demonstram que a superexpressão de genes da classe LEA resulta em maior 

tolerância à desidratação, embora o mecanismo exato ainda seja desconhecido 

(Hundertmark and Hincha 2008; Umezawa et al. 2006). As possíveis funções das 

proteínas LEAs na tolerância à seca estão relacionadas com a estabilização proteica 

e de membranas, ligação iônica, proteção de enzimas, tampão de hidratação ou ação 

de chaperonas moleculares, evitando a formação de agregados de proteínas 

prejudiciais (Hara et al. 2005; Dang et al. 2014). 

 A expressão de genes LEA é significativamente induzida por estresse 

abióticos, tais como frio, seca e salinidade, demonstrando o aumento à tolerância a 

desidratação em plantas transgênicas (Liu et al. 2014; Liu et al. 2016; Bao et al. 2017). 

Por essa razão, tem sido postulado que exista uma correlação positiva entre a 

expressão de LEAs e tolerância a estresse abiótico em plantas. Outro fato que é 

relacionado a essa toler©ncia consiste no ac¼mulo dessas prote²nas em ñplantas da 

ressurei«oò, a qual tem a capacidade de sobreviver ¨ desseca«o extrema  (Reddy 

et al. 2012; Mizoi and Yamaguchi-Shinozaki 2013; Zhang et al. 2016; Taiz and Zeiger 

2013). Estas proteínas aparecem localizadas em muitos tipos de células e em 

concentrações variáveis e não somente em plantas, mas também em bactérias (Dure 

2001), cianobactérias e nematoides anidrobióticos (Browne et al. 2002). Os genes que 

codificam as proteínas LEA estão constantemente representados em análises de 

transcritos diferenciais com níveis elevados durante a seca (Ingram and Bartels 1996).  

Num recente estudo, Juszczak e Bartels (2017) realizaram análises 

comparativas de acúmulo de transcritos que codificam componentes de proteção da 

maquinaria celular, incluindo as proteínas LEA, em plantas tolerantes à dessecação 

(Craterostigma plantagineum e Lindernia brevidens). Durante o tratamento de 

desidratação essas plantas acumularam elevadas quantidades de transcritos de 

proteínas LEA e controlaram com precisão a quantidade de clorofila, mantendo-as em 

nível suficiente para ativar a fotossíntese após a reidratação. Por outro lado, na planta 

sensível   à dessecação (L. subracemosa) não houve indução de acúmulo de altos 

níveis de transcritos LEA, seu mRNA foi propenso a degradação, assim como a 
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degradação do aparato fotossintético e da clorofila livre induzida pela desidratação, 

resultando na morte da planta. 

Um dos problemas na predição da função das proteínas LEA consiste na falta 

de estrutura estável na maioria das proteínas analisadas, sendo que por décadas o 

conceito básico de biologia estrutural havia sido a estreita relação entre a estrutura 

tridimensional estável e função resultante de uma proteína. Todavia, nos últimos anos 

foi reconhecido que uma parte substancial de todos os proteomas celulares é 

composto de proteínas completamente sem estrutura estável ou tem grandes 

domínios desestruturados, as quais são denominadas na literatura como IDP/IUP - 

proteínas intrinsecamente desordenadas (Hundertmark et al. 2011; Oldfield et al. 

2005). Assim, uma IDP é definida como uma proteína que contém pelo menos uma 

região desordenada. A importância funcional desse estado desestruturado é 

destacado pelo fato da maioria dessas proteínas funcionarem como reguladores nos 

principais processos celulares, como sinalização celular de transdução e regulação 

da expressão gênica (Tompa 2012).  

Uma das principais características relatadas sobre as IDP é que a flexibilidade 

estrutural aumenta a capacidade de ligação das proteínas a moléculas alvos como 

DNA, RNA ou outras proteínas. Em Arabidopsis, das 51 proteínas LEAs identificadas, 

a maioria foi predita como IDP (Hundertmark and Hincha 2008) mas, estudos mostram 

que as proteínas LEAs são desestruturadas em solução e adquirem estrutura 

helicoidal com capacidade de retenção de água em estado de desidratação (Popova 

et al. 2011). Esta característica sugere importantes diferenças funcionais para essas 

proteínas no estado desidratado. Como o dobramento de proteínas LEA ocorre 

durante a remoção de água, o número de ligações de hidrogênio intra-proteína 

aumenta e o número de ligações de hidrogênio entre a proteína e o solvente diminui. 

As estimativas da estabilidade global das proteínas mostram que as proteínas LEA 

são mais estáveis a baixas percentagens de água e apresentam uma maior 

flexibilidade estrutural em condições aquosas (Hand et al. 2010). Na Figura 2, um 

esquema de modelagem de Li e He (2009), modificado por Hand et al. (2010), 

apresenta a conformação de uma proteína LEA de nematoide em diferentes teores de 

água, variando de 85% a 2,4% de água, mostrando que à medida que a água é 

removida, a proteína assume uma conformação mais dobrada.  
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Figura 2-  Representação da conformação de um fragmento de uma proteína LEA do 
nematoide Aphelenchus avenae (AavLEA1) como se apresenta em diferentes teores 
de água. As moléculas de água menores (cinza e vermelho) são representadas nas 
linhas e as moléculas de proteína LEA são indicadas usando o estilo de fita s·lido (Ŭ-
h®lice em vermelho, ɓ conforma«o em verde, alas em cinza). 

 

Os autores sugerem que devido às estas estruturas compactas em forma de 

gancho aparecerem apenas em percentagens de água muito baixas, um papel 

funcional para a proteína está no estado desidratado ao invés de no estado hidratado. 

Popova et al. (2011) observaram a interação da proteína LEA7 do grupo LEA_4 com 

membranas sintéticas em estado de desidratação. Um fato interessante que podemos 

ressaltar sobre o grupo LEA_4 é que foi o único grupo em Arabidopsis que apresenta 

em sua sequ°ncia a presena de Ŭ-hélice motifs de classe A (Candat et al. 2014).  

LEA_4 também foi o grupo com maior variação em distribuição nos compartimentos 

celulares como observado em Arabidopsis (Hundertmark and Hincha 2008) e no 

presente estudo em C. sinensis  (Pedrosa et al. 2015). A ampla distribuição, não 

somente do grupo LEA_4 mas, das proteínas LEA em geral, devido à visão atual de 
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que todas as proteínas LEA funcionam na tolerância ao estresse, segue-se que cada 

compartimento requer a presença de proteína LEA em certas situações, como 

desidratação, congelamento, frio ou estresse oxidativo. A localização predominante 

no citosol em Arabidopsis, concorda com a posição central deste compartimento, que 

interage fisicamente e funcionalmente com todas as organelas. As proteínas LEAs do 

citosol podem, portanto, estar envolvidas na proteção contra o estresse, não apenas 

do próprio citosol, mas ao nível das membranas que delimitam as organelas (Candat 

et al. 2014). A complexidade do proteoma LEA nas plantas, que surgiu de duplicação 

de todo o genoma, foi conservada ao longo da evolução e a aparente redundância de 

proteínas LEA na maioria dos compartimentos subcelulares possivelmente reflete a 

versatilidade de suas funções na vida vegetal (Candat et al. 2014). 

As proteínas LEAs foram identificadas e caracterizadas em diversas plantas, 

como Arabidopsis thaliana, arroz, tomate, batata, álamo, pepino, melão e melancia 

(Wang et al. 2007; Hundertmark and Hincha 2008; Lan et al. 2013; Cao and Li 2014; 

Charfeddine et al. 2015; Altunoglu et al. 2016, 2017). Em Arabidopsis, os estudos de 

expressão dos genes, em diferentes estágios de desenvolvimento e órgãos de plantas 

sob diferentes estresse e tratamentos de hormônio, utilizando RT-PCR quantitativo, 

indicaram uma vasta gama de diversidade de sequência, localizações intracelulares e 

padrões de expressão (Hundertmark and Hincha 2008). A maioria dos genes que 

codificam proteínas LEA apresentam elementos de resposta ao ácido abscísico 

(ABRE) e/ou elementos de resposta a baixa temperatura (LTRE) nos seus 

promotores, sendo que muitos genes que contêm os respectivos elementos foram 

induzidos pelo ácido abscísico (ABA), frio ou seca (Hundertmark and Hincha 2008). 

 

3.3. Promotores induzíveis por estresses abióticos 

Os promotores mais proficientes nas plantas são aqueles responsivos às 

mudanças ambientais. Os diversos promotores induzíveis identificados nas plantas 

são divididos em três categorias, os responsivos aos sinais endógenos 

(fitohormônios); a estímulos físicos externos (estresses bióticos e abióticos); e aqueles 

que respondem a estímulos químicos externos (Peremarti et al. 2010). Os promotores 

induzíveis são ideais para o uso na engenharia genética, pois há diversas discussões 
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sobre a questão da segurança das plantas geneticamente modificadas para os 

consumidores e para o meio ambiente. Para minimizar os potencias efeitos adversos 

dos transgênicos, o nível apropriado de expressão de genes deve ser estabelecido 

nas partes apropriadas da planta, tanto espacial como temporalmente. Os promotores 

que dirigem a expressão do transgene podem ser uma parte da resposta a perguntas 

sobre a segurança de organismos transgênicos. Outro fator interessante é uso desses 

promotores em sistemas multigênicos de transformação de plantas, sendo necessário 

uma análise cuidadosa na escolha do promotor em função do número de genes 

(Potenza et al. 2004; Naqvi et al. 2010; Peremarti et al. 2010; Singhal et al. 2016).  

A escolha do promotor utilizado dentro de uma construção transgênica é 

fundamentalmente dependente dos objetivos do projeto de engenharia genética. Para 

expressão constitutiva os promotores mais utilizados são derivados de fontes de vírus 

de plantas, tais como o promotor 35S do mosaico da couve-flor (CaMV) que pode 

dirigir altos níveis de expressão de transgene em dicotiledôneas e monocotiledôneas  

(Odell et al. 1985; Potenza et al. 2004). Outros promotores constitutivos de plantas 

utilizados são derivados dos genes actina e ubiquitina. A actina é um componente 

fundamental do citoesqueleto que é expresso em quase todas as células da planta e 

a ubiquitina é uma das proteínas mais altamente conservadas conhecidas (Checker 

et al. 2012; Sivamani et al. 2000). No entanto, a expressão constitutiva pode ser 

problemática por várias razões. Pois, se um transgene específico é superexpresso no 

momento errado do desenvolvimento, em tecidos onde não é normalmente expresso 

ou em níveis muito elevados, pode ter consequências inesperadas no crescimento e 

desenvolvimento das plantas e, potencialmente, no ambiente. Os promotores de 

plantas que são ativados justamente quando e onde são necessários, os promotores 

induzíveis, são ideais para estratégias de engenharia genética, pois tanto em estresse 

biótico como abióticos induzem um grande número de genes  (Potenza et al. 2004).  

A região reguladora transcricional de genes induzidos por estresse abiótico ao 

ser analisada, são identificados diversos elementos de ação cis e fatores de ação 

trans envolvidos na expressão desses genes. A expressão de muitos genes de 

resposta à tolerância ao estresse é induzida por acúmulo de ABA durante estresse 

por seca, alta salinidade e frio, revelando a ligação entre estas vias de sinalização de 

estresse, implicando na interação de diferentes cis-elementos. As regiões promotoras 
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desses genes contêm cis-elementos regulatórios, sendo os principais o ABRE 

(elemento responsivo à ABA), DRE (elemento responsivo à seca) e LTRE (elemento 

responsivo à baixa temperatura), que estão envolvidos na expressão gênica em 

resposta aos estresses abióticos. A análise precisa desses elementos e seus fatores 

de transcrição pode levar à uma melhor compreensão dos sistemas reguladores na 

expressão de genes responsivos ao estresse. O elemento ABRE contém a sequência 

ACGT, também denominada de G-box e funciona após o acúmulo de ABA durante 

respostas à seca e/ou salinidade. A partir dessa sinalização os fatores de transcrição 

AREB/ABFs são ativados e se ligam aos elementos ABRE desencadeando a 

expressão gênica (Figura 3). Esses promotores sensíveis ao ABA também dependem 

da presença de outros elementos como MYB (TAACTG-motif) e MYC (CACCTG) 

(Shinwari 1999; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2005; Allagulova et al. 2003). 

Maruyama et al. (2012) analisaram diversos promotores induzíveis por desidratação 

de Arabidopsis, soja e arroz mostrando que o motivo do ABRE foi altamente 

conservado, sugerindo que a regulação transcricional para genes induzíveis por 

desidratação é similar entre essas espécies, envolvendo a via de regulação ABA 

dependente. O cis-elemento DRE sinaliza a regulação da via independente de ABA, 

sendo encontrado em promotores de genes expressos em respostas à desidratação, 

salinidade e frio (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2005). 
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Figura 3 - Fatores de transcrição envolvidos em vias de resposta ao estresse, 
dependente e independente ABA, em respostas ao estresse para a melhoria da 
tolerância à seca em culturas. Fonte: Nakashima et al. (2014). 
 

O uso de promotores induzíveis em transformação genética tem ganhado 

significância, desde que a superexpressão constitutiva de proteínas relacionadas ao 

estresse em plantas transgênicas, como por exemplo DREB1A, tem sido relacionada 

com efeitos negativos no crescimento e rendimento das plantas. Os transgenes 

controlados por promotores induzíveis podem ter uma alta expressão apenas em 

condições de estresse e baixos níveis de expressão em condições normais, 

minimizando os efeitos citados acima (Kasuga 1999; Nakashima et al. 2014;  Hu and 

Xiong 2014). Amoras transgênicas com o gene Hva1, sob o controle do promotor 

constitutivo actin1, apresentaram um aumento na tolerância à seca e salinidade.  Mas, 

as amoras transgênicas (Hva1:rd29A) sob o controle promotor induzível rd29A 

exibiram melhor crescimento e tolerância ao estresse do que as plantas com o 

promotor constitutivo actin1, como revelado pela área foliar maior das plantas rd29A: 

Hva1 (Checker et al. 2012).  
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 A análise de um promotor (wzy2) de uma dehidrina de trigo apresentou 

diversos potenciais cis-elementos regulatórios e em RT-PCR quantitativo indicou que 

os acúmulos dos transcritos ocorreram em resposta à baixa temperatura, anóxia, 

ácido indolacético, ABA, giberelina e metil jasmonato (Zhu et al. 2014). O teste 

histoquímico do GUS demonstrou que a atividade do promotor wzy2 foi induzida por 

tratamentos com baixa temperatura, anóxia, ABA e giberelina (Zhu et al. 2014). O 

teste de atividade de um promotor de Citrus unshiu CuLEA5, que contém diversos cis-

elementos, mostrou que a expressão do gene GUS foi aumentada em plantas 

transgênicas em tratamentos com fitohormônios e estresses abióticos, como frio e 

seca. Os resultados encontrados sugerem que o promotor LeaP600 pode ser aplicado 

para regular a expressão de genes induzidos por seca e frio em diversas culturas (Kim 

et al. 2011). Resultados similares foram encontrados por Luo et al. (2008) com o 

promotor LEA D113 do grupo LEA_4 de algodão e também com o promotor de trigo 

Cor/Lea do grupo LEA_3. Esses promotores conferiram expressão do gene GUS em 

resposta à seca, ABA e frio em mudas de tabaco e trigo (Kobayashi et al. 2008).  

Os promotores induzíveis pela seca geralmente mantêm baixos níveis de 

expressão dos genes conduzidos sob condições não estressadas e ativam os genes 

sob seca para minimizar o potencial efeito adverso sobre o crescimento normal da 

planta. O uso de promotores com padrão temporal-espacial específico para controlar 

a localização e o tempo de expressão também deve ser considerado (Fang and Xiong 

2015; Tester and Langridge 2010).  
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ABSTRACT 

 

Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteins are an ubiquitous group of 

polypeptides that were first described to accumulate during plant seed dehydration, at 

the later stages of embryogenesis. Since then they have also been recorded in 

vegetative plant tissues experiencing water limitation and in anhydrobiotic bacteria and 

invertebrates and, thereby, correlated with the acquisition of desiccation tolerance. 

This study provides the first comprehensive study about the LEA gene family in sweet 

orange (Citrus sinensis L. Osb.), the most important and widely grown fruit crop around 

the world. A surprisingly high number (72) of genes encoding C. sinensis LEAs 

(CsLEAs) were identified and classified into seven groups (LEA_1, LEA_2, LEA_3 and 

LEA_4, LEA_5, DEHYDRIN and SMP) based on their predicted amino acid sequences 

and also on their phylogenetic relationships with the complete set of Arabidopsis 

thaliana LEA proteins (AtLEAs). Approximately 60% of the CsLEAs identified in this 

study belongs to the unusual LEA_2 group of more hydrophobic LEA proteins, while 

the other LEA groups contained a relatively small number of members typically 

hydrophilic. A correlation between gene structure and motif composition was observed 

within each LEA group. Investigation of their chromosomal localizations revealed that 

the CsLEAs were non-randomly distributed across all nine chromosomes and that 33% 

of all CsLEAs are segmentally or tandemly duplicated genes. Analysis of the upstream 

sequences required for transcription revealed the presence of various stress-

responsive cis-acting regulatory elements in the promoter regions of CsLEAs, including 

ABRE, DRE/CRT, MYBS and LTRE. Expression analysis using both RNA-seq data 

and quantitative real-time RT-PCR (qPCR) revealed that the CsLEA genes are widely 

expressed in various tissues, and that many genes containing the ABRE promoter 

sequence are induced by drought, salt and PEG. These results provide a useful 

reference for further exploration of the CsLEAs functions and applications on crop 

improvement. 
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1. Introduction 

 

Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteins have been found to accumulate 

in tissues of plants exposed to stresses that include dehydration or during some stages 

of plant development involving water limitation, such as seed, pollen grain, shoot and 

root development [1]. Their name is related to the fact that the originally described 

proteins were observed to accumulate at high levels during the later stages of embryo 

development [2,3]. Since the orthodox seeds acquire the ability to withstand and 

tolerate desiccation at this stage of development, LEA proteins have been associated 

with dehydration tolerance [4,5].  

LEAs are widely distributed proteins in the plant kingdom, from algae to 

angiosperms, and they are also found in anhydrobiotic invertebrates and in some 

bacterial species [1]. They are mainly composed of hydrophilic amino acids arranged 

in repeated sequences, forming a highly hydrophilic structure and with thermal stability 

[5,6]. Analyses of their amino acid sequences have separated LEA proteins into seven 

different groups, each containing distinctive motifs [1]. LEAs appear located in many 

cell types and in varying concentrations. Inside the cell they appear predominantly, but 

not exclusively, in the cytosol [7]. Other locations include chloroplast, mitochondria, 

protein and lipid bodies, plasmodesmata and nucleus [8]. 

The importance of LEA proteins has been inferred from their abundance and 

expression patterns, as well as their overexpression in transgenic plants, since the in 

vivo activities for most of them remain unknown. LEA genes have been shown to be 

significantly induced by abiotic stresses, such as cold, drought and salinity, and their 

overexpression in transgenic plants has resulted in increased tolerance to such abiotic 

stresses [9ï14]. For these reasons, it has been postulated that there is a positive 

correlation between the expression of LEAs and abiotic stress tolerance in plants 

[15,16]. The observations that silencing of one or two of the three LEA_4 proteins in 

Arabidopsis thaliana is sufficient to cause water deficit susceptibility [17] and that a 

DEHYDRIN gene co-segregated with chilling tolerance during cowpea (Vigna 

unguiculata L.) seedling emergence [18] also reinforce this interpretation. 

The possible functions of LEA proteins have been demonstrated by in vitro 

experiments, where those LEAs from groups 2, 3 and 4 were observed to prevent the 

inactivation of enzymes like lactate dehydrogenase (LDH) and malate dehydrogenase 
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(MDH) upon different levels of dehydration [19ï21]. Similar protective properties of 

LEA proteins were also observed during in vitro freeze-thaw assays and attributed to 

the presence of the K-segment in LEA_2 and a conserved region in LEA_4 proteins 

[21,22]. Some LEA and LEA-like proteins have been also shown to avoid protein 

aggregation in in vitro dehydration assays [19,23]. This protective activity is thought to 

be carried out by direct protein-protein interactions [20,24]. LEA proteins have also 

another interesting functional property related to its supposed function as membrane 

stabilizers under stress conditions [18,25ï27]. Additional functions have been 

suggested for LEA proteins, including ion sequestration, particularly for LEA_2 and 

LEA_4, where histidine containing motifs seem to bind divalent cations [28], and 

oxidant scavenger [28,29]. 

Citrus are economically important fruit crops cultivated in many tropical and 

subtropical areas of the world, where they are constantly exposed to a range of 

environmental stresses that include drought, high salinity, and extreme temperature. 

For this reason, efforts are required to improve their tolerance to abiotic stresses, 

particularly by transferring genes related to salt and drought tolerance, such as those 

acting in osmotic adjustment or membrane stabilization, to citrus rootstocks [30]. 

Although the complete set of LEA protein encoding genes has been characterized in 

Arabidopsis [31], the characterization of citrus LEAs is still rudimentary. A cDNA clone 

homologue to the cotton LEA5 gene, named here as CsLEA49, was isolated from an 

ovule-derived cell suspension of óShamoutiô sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck) 

and shown to be expressed in NaCl-treated cell suspension and leaves, as well as in 

seedlings exposed to drought and heat stress [32]. A cDNA clone encoding a 

DEHYDRIN (orthologue of CsLEA65) was also isolated from the epicarp of óSatsumaô 

mandarin (Citrus unshiu) and observed to be expressed in different tissues and in 

leaves exposed to cold stress [22]. Overexpression of this gene in tobacco has 

enhanced the cold tolerance and inhibited the cold-induced lipid peroxidation in the 

transgenic plants [33]. Another cDNA encoding an orthologue DEHYDRIN was isolated 

from the flavedo of Fortune mandarin (Citrus clementina Hort. Ex Tanaka x Citrus 

reticulata Blanco) and found to be constitutively expressed in the fruit flavedo and 

highly induced in leaves exposed to cold and water stresses [34]. The purified protein 

was also observed to confer in vitro protection against freezing and dehydration 

inactivation for LDH and MDH enzymes [34].  
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The recent completion and publication of the draft genome sequences of sweet 

orange [35ï37] now allows the identification and characterization of the complete 

repertoire of LEAs in citrus. Therefore, in this study we have carried out a genome-

wide analysis of LEA protein encoding genes in the sweet orange genome in order to 

characterize their sequences, evolutionary relationships, putative functions and 

expression patterns in various tissues and in response to different abiotic stresses. 

 

2. Materials and Methods 

2.1. Plant material and stress treatments 

 

For the drought stress experiment, two-year-old sweet orange [C. sinensis (L.) Osbeck 

var. Westin] plants grafted on the drought-tolerant citrus rootstock Rangpur lime (C. 

limonia Osbeck) were grown in plastic pots of 45L, containing a mixture of soil and 

sand (ratio 3:1), under optimal conditions (irrigated with tap water twice a week and 

fertilized weekly) in a greenhouse (25±4°C, 16 h of light and RH oscillating between 

80 and 95%) for 90 days. After that, the pots were covered with aluminum foil to prevent 

water loss by evaporation, and a set of 10 plants was randomized over the 

experimental area and subjected to the following treatments:(i) control treatment, in 

which five plants were maintained at leaf predawn water potential values of -0.2 to -0.4 

MPa by daily irrigation and (ii) drought treatment, in which the other five plants were 

exposed to a progressive soil water deficit until their leaves reach predawn water 

potential values of -1.5 MPa. The leaves were then harvested and immediately frozen 

in liquid nitrogen and stored at -80°C until use. The leaf predawn water potential was 

recorded on the third fully expanded mature leaf from the apex of each plant, between 

2 AM and 4 AM, using a Scholander-type pressure pump (m670, Pms Instrument Co., 

Albany, USA).  

For the salt and osmotic stress experiments, sweet orange [C. sinensis (L.) 

Osbeck var. Valencia] seeds were in vitro germinated as previously described [38]. 

Twenty-day-old seedlings of nucellar origin were selected, based on their uniformity, 

and then transferred to MS medium alone (control) or containing 150 mM NaCl (Merck, 

Darmstadt, Germany) or 25% polyethylene glycol 6000 (PEG-6000) (Merck, 

Darmstadt, Germany). Each treatment consisted of fifteen biological replicates. Leaves 
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and roots were harvested 20 days after the treatments and immediately frozen in liquid 

nitrogen and stored at -80°C until use.  

 

2.2. Identification and sequence analysis of LEA protein encoding genes in 

the sweet orange genome 

 

The HMM (Hidden Markov Model) profiles of the PFAM 

(http://pfam.sanger.ac.uk/; [39]) motifs PF03760 (LEA1), PF03168 (LEA2), PF03242 

(LEA3), PF02987 (LEA4), PF00477 (LEA5), PF00257 (DEHYDRIN), and PF04927 

(SMP) were used as keywords to search the sweet orange genome sequence 

database (http://www.phytozome.org/citrus). The sweet orange genome was also 

queried by the 51 Arabidopsis LEA protein sequences downloaded from TAIR 

(http://www.arabidopsis.org), using the TBLASTN tool [40]. Comparison of the sizes of 

the different LEA groups in other species of higher plants was performed by searching 

their well-annotated genomes available at Phytozome (www.phytozome.net/), using 

the same strategy as outlined for sweet orange.  

The molecular weight (MW) and GRAVY (grand average of hydropathy) of 

CsLEA proteins were predicted by the PROTPARAM tool 

(http://web.expasy.org/protparam/) [41]. The subcellular localization of the proteins 

was predicted by the WoLF PSORT tool available at 

http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html [42]. The exon-intron structure of the 

sweet orange LEA genes was analyzed using the sweet orange gene models 

annotated in Phytozome.  

Multiple sequence alignment of the deduced amino acid sequences of CsLEA 

proteins were performed using the default parameters of ClustalX 2 [43] and the 

dendrogram was constructed by the neighbor joining (NJ) method [44] and bootstrap 

analysis (1,000 replications) in MEGA 6 program [45]. The protein motif analysis was 

conducted using the program MEME/MAST (http://meme.nbcr.net/meme/) [46]. 
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2.3. Analysis of promoter regions and chromosomal locations of CsLEA 

genes 

 

To identify the presence of the stress-responsive cis-acting regulatory elements 

ABRE (ABA responsive element; ACGTG), DRE/CRT (dehydration responsive 

element/C-repeat; G/ACCGAC), MYBS (MYB binding site; AACTG) and LTRE (low-

temperature-responsive element; CCGAC) in their promoters, the one kb upstream 

region from the translation start site of the CsLEA genes was analyzed using the 

PLACE database (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) [47]. The 

physical location of each CsLEA was determined by confirming the starting position of 

all genes on each chromosome, using BLASTN searching against the local database 

of the C. sinensis Annotation Project (CAP; http://citrus.hzau.edu.cn/orange/). 

MapChart software was used to plot the gene loci on the sweet orange chromosomes 

[48]. 

 

2.4. Expression analysis of CsLEAs 

 

RNA-Seq data were downloaded from CAP [36] and used to generate the 

expression patterns of CsLEAs in different tissues, namely callus, flower, leaf and fruit 

(flesh tissue). The heatmap was generated using the Cluster 3.0 software.  

Quantitative real-time RT-PCR (qPCR) analysis was used to measure the 

expression changes of CsLEAs in response to different abiotic stresses. Total RNA 

isolation and Cdna synthesis were performed as described previously [38]. qPCR 

primers were designed in order to avoid the conserved regions, by using the Primer 3 

tool (http://bioinfo.ut.eeprimer3-0.4.0). GAPC2 (Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase C2) and UPL7 (ubiquitin protein ligase 7) were used as internal 

reference genes to normalize expression among the different samples [49]. Primer 

sequences are shown in detail in S1 Table. The qPCR reactions were run on a 

Stratagene Mx3005P real-time PCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA), following the manufacturers' instructions. The reactions were performed in 

triplicate, containing 10 ɛl (10 ng) of the cDNA sample, 10 nM of each forward and 

reverse primers, 12.5 ɛl Maxima1 SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 

(Fermentas, Maryland, USA) and sterile Milli-Q water for a final volume of 25 ɛl. The 

http://bioinfo.ut.eeprimer3-0.4.0/
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thermal cycling conditions were: 10 min at 95°C and 40 cycles of 15 s at 95°C, 30s at 

60°C and 30s at 72°C. Data were obtained from a pool of three biological replicates 

that were individually validated. 

 

3. Results and Discussion 

3.1. LEA protein encoding genes in the sweet orange genome 

 

Existing annotation in the sweet orange genome sequence database at 

Phytozome and BLAST searches using the 51 amino acid sequences of the complete 

set of A. thaliana LEA proteins (AtLEAs) as query sequences have resulted in the 

identification of a total of 72 different LEA encoding protein genes in C. sinensis 

(CsLEAs), which were distributed in seven distinct groups (LEA_1, LEA_2, LEA_3, 

LEA_4, LEA_5, DEHYDRIN and SMP) (S2 Table). The sweet orange genome was 

observed to contain 4 LEA_1, 43 LEA_2, 5 LEA_3, 7 LEA_4, 3 LEA_5, 6 DEHYDRIN 

and 4 SMP proteins encoding genes. This number is far higher than the numbers of 

LEA genes previously reported in the genomes of rice (34) [50], Arabidopsis (51) [31], 

Chinese plum (30) [51], poplar (53) [52], tomato (27) [53] and potato (29) [54].  

In order to compare the numbers of LEA genes within each group among the 

different species of higher plants, we searched the well-annotated genomes of 

Clementine mandarin (Citrus clementina), Arabidopsis (A. thaliana), rice (Oryza 

sativa), poplar (Populus trichocarpa) and grapevine (Vitis vinifera) available at 

Phytozome, using the same strategy as outlined for sweet orange. The analysis 

revealed that main differences occur in the LEA_2 group (Fig 1). The abundance of 

LEA_2 genes is lowest in grapevine (26) and especially higher in rice (65) and poplar 

(72). More significantly, such a large number of LEA_2 members have not been 

described in the previously investigated genomes of Arabidopsis [31], rice [50] and 

poplar [52]. This result may be explained in part by the improved annotation of the 

higher plant genomes available at Phytozome (v10.2) and also by the fact that LEA_2 

is an unusual group composed of 'atypical' LEA proteins because of their more 

hydrophobic character. These findings suggest that the LEA protein family in higher 

plants may be larger and much more complex than previously described. On the other 

hand, minor variations were observed in the other sweet orange LEA groups, which 
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showed a similar number of members in the analyzed higher plant genomes. This may 

indicate that the LEA_2 group has evolved later in higher plants. 

 

Fig 1. Comparison of the size of the different LEA gene groups in sweet orange (Citrus 
sinensis), Clementine mandarin (Citrus clementina), Arabidopsis (Arabidopsis 
thaliana), rice (Oryza sativa), poplar (Populus trichocarpa) and grapevine (Vitis 
vinifera). 
 
 

3.2. Phylogenetic analysis and characteristics of CsLEA proteins 

 

All the CsLEA proteins were aligned by the NJ method in ClustalX2. The 

resulting dendrogram shows that they were clustered into seven groups, helping to 

confirm or clarify their classification as proposed in the present study (Fig 2). In the 

latter case, two LEA protein encoding genes (CsLEA53 and CsLEA54) with no 

significant Pfam hits were aligned in the LEA_4 group and, hence, classified in this 

group. Conversely, CsLEA42 and CsLEA65 did not cluster with their respective LEA 

groups, despite containing the Pfam motifs that are characteristic of their groups. It 

may be due to the fact that CsLEA42 and CsLEA65 are, respectively, C-terminally 

extended and N-terminally truncated proteins compared to the other members of their 

respective groups. 

Analysis of the physicochemical properties showed that the CsLEA proteins 

have a molecular weight ranging from 8.2 to 59.4 kDa, with the smaller proteins 

belonging to DEHYDRIN and LEA_3 groups (~8.5 kDa) and the largest proteins 
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belonging to the LEA_4 group (59.4 kDa) (S2 Table). GRAVY values indicated that the 

CsLEA proteins are quite hydrophilic, except for the LEA_2 group that contains 

hydrophobic proteins. Similar characteristics have also been reported for LEA proteins 

of Arabidopsis [31], Chinese plum [51], poplar [52] and tomato [53], indicating that they 

are evolutionary conserved proteins in higher plants. The prediction of subcellular 

localization indicated that LEA_1 and DEHYDRIN proteins are exclusively located in 

the nucleus, with most members of LEA_5 and SMP and some members of LEA_2 

and LEA_4 groups also targeted to this compartment (S2 Table). The majority of 

LEA_2 proteins are located in the cytoplasm (35.7%) or chloroplast (30.9%), with some 

of them also targeted to endoplasmic reticulum (RE) and mitochondrion. Most LEA_3 

proteins are located in the chloroplast, while those from LEA_4 group have a more 

diverse localization, including chloroplast and mitochondrion (S2 Table). Thus, the 

CsLEA proteins can be present in all subcellular compartments, as reported for 

Arabidopsis [31] and tomato [53] LEAs; however, whether they have different functions 

in the different compartments, these functions need to be further determined.  

Motif analysis of the predicted CsLEA proteins by the MEME program showed 

that members of each LEA group contain all the conserved motifs (Fig 3) that have 

been previously identified in other plant species, including Chinese plum [51], potato 

[54], tomato [53] and Arabidopsis [31]. For instance, an important conserved motif in 

the group DEHYDRIN is a repetitive 15-mer motif, EKKGIMDKIKEKLPG, called K-

segment because of its richness in lysine (K) residues [1]. A particular protective role 

was described for this segment [20]. These results suggest that the CsLEAs are 

functional LEA proteins that play group-specific functions. Besides, the conserved 

motifs observed within each LEA group indicate that their members were likely 

originated from gene expansion within the groups. 
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Fig 2. Phylogenetic comparison of the complete set of 72 different LEA genes 
(CsLEAs) encoded in the sweet orange genome. The different LEA groups are 
indicated by different colors. Sequence alignment was performed using ClustalX2 and 
the phylogenetic tree was generated using Bootstrap NJ tree (1,000 resamplings) 
method and MEGA program (v6.0.5). 
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Fig 3. Conserved motifs in the different groups of sweet orange LEA proteins 
(CsLEAs). The conserved motifs were obtained using the MEME program. 
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3.3. Genomic organization of CsLEAs 

 

Analysis of the exon-intron structure of all 72 CsLEA genes was carried out 

using the sweet orange gene models annotated in Phytozome. The number and size 

of the exons, but not of the introns, were usually conserved within each LEA group (Fig 

4). Most CsLEA genes contain no or few introns, with 56% of them having no intron, 

43% with one or two introns, and only one gene (CsLEA70) of SMP group showing 

three introns (Fig 4). Similar exon-intron organization were also reported in LEA genes 

of Chinese plum [51], poplar [52], tomato [53] and potato [54]. 

 

Fig 4. Exon-intron structure of the 72 sweet orange LEA genes (CsLEAs). NOI denotes 
the number of introns, E the exon and I the intron. Numbers on the E and I columns 
indicate, respectively, the base pair length of the exonic and intronic sequences. 
 


