Identificacdo e caracterizacdo funcional de proteinas que interagem com o factor de
transcricdo OSEREBP1 de arroz

Portugal € o maior consumidor de arroz da Europa, com valores superiores a
17kg/capita/ano. Em Portugal a producéo de arroz é restrita a 5 rios (Mira, Sado, Sorraia, Tejo,
and Mondego), sendo a elevada salinidade dos solos, um dos maiores problemas dos
agricultores, pois tem efeitos muito negativos no crescimento e produtividade das plantas de
arroz. No entanto, as plantas de arroz tém a capacidade de responder e adaptar-se a
condicBes de stress através da regulacao transcricional e pds traducional de varios genes de
resposta ao stress, como por exemplo aqueles que codificam para factores de transcricdo. O
conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta das plantas ao stress
salino é essencial, pois permitira identificar genes chave que, no futuro, poderdo ser utilizados
no melhoramento das plantas de modo a torna-las mais tolerantes ao stress abidtico,
nomeadamente a salinidade. Ao longo dos Ultimos anos no nosso laboratério foram
identificados mais de trinta factores de transcricdo envolvidos na resposta ao stress abiético.
Entre estes, foi identificado o OsEREBP1, o qual regula um gene altamente induzido pela
salinidade (OsRMC). Dado que o OSEREBP1 ndo é regulado ao nivel transcricional, a sua
regulacdo devera ocorrer essencialmente ao nivel pos traducional. Este projecto tem como
objectivo principal tentar perceber de que modo é que a actividade do factor de transcricédo

OsEREBP1 é regulada através da interaccdo com outras proteinas, nomeadamente

modificadores pés-traducionais. Assim, as tarefas deste projecto sao as seguintes:

1 - Construc¢do do plasmideo necessario para proceder ao “screening”, utilizando a técnica de
“Yeast two Hybrid”

2 — Identificar proteinas que se ligam ao OsDREB1B através do “screening” da biblioteca de
expressdo de cDNA, utilizando a técnica de “Yeast two Hybrid”

3 — Validacdo das interaccdes proteina - proteina por outras técnicas (“pull down assays”, “Co-
immunoprecipitation” e Bimolecular Fluorescence Complementation”).

4 — Caracterizacao funcional das interac¢des proteina - proteina utilizando linhas mutantes de
arroz.

A identificacdo de proteinas que interagem com OsSEREBP1 sera inicialmente realizada pela
técnica de Yeast two-Hybrid. Como alternativa ou em paralelo poderemos também utilizar a
técnica de Tandem Affinity Purification (TAP)-tag, sendo que para isso sera necessario
transformar células de arroz com uma construcdo adequada, isolar os complexos e identificar
as proteinas por espectrometria de massa. Depois da identificagdo das proteinas e da

validacdo da interaccdo proteina — proteina sera essencial testar a fungéo das novas proteinas

em mutantes de arroz.



Técnicas que serdo utilizadas no ambito deste projecto:

- clonagem de fragmentos de DNA em plasmideo por enzimas de restricdo e utilizando o
sistema GATEWAY, transformacdo de bactérias e leveduras, “Yeast two Hybrid screening”,
amplificacdo de DNA por PCR e andlise por electroforese, “pull down assays”, “Co-
immunoprecipitation” , “Bimolecular Fluorescence Complementation”, expressao de proteinas
in vitro, SDS-PAGE e Western blotting, preparacdo e transformacdo de protoplastos de

Arabidopsis, transformacao transiente de plantas de tabaco, etc

Duragdo: 9 meses.

Local de realizagdo: Laboratério de Gendmica de Plantas em Stress, Instituto de Tecnologia
Quimica e Biologica, Oeiras

Numero de estagiarios: 1

Critério de selecg¢do: avaliacdo do cv e entrevista
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