CARACTERIZACAO FUNCIONAL DO FACTOR DE TRANSCRICAO ICE1 DE
ARROZ

Plano do projecto

As baixas temperaturas sdo um dos factores ambientais que mais afecta o desenvolvimento
e produtividade do arroz. Em Portugal, por exemplo, este factor ambiental impede a
producéo de arroz a norte do Mondego. A resposta e adaptacdo das plantas de arroz ao frio
consiste numa série de alterac6es nos seus processos fisiolégicos, bioquimicos, celulares e
moleculares. Estas respostas envolvem a expressao diferencial de muitos genes, sendo
estes regulados através de varios factores de transcricdo (FT). Um dos FT chave nesta
resposta é o ICE1 (“master gene”), o qual regula a expressao de outros TF a jusante na
cadeia de transducdao de sinal, e assim controla a expressao de varios genes de resposta ao
frio. O ICE1 por sua vez é altamente regulado ao nivel pés traducional. O principal objectivo
deste projecto € a caracterizacdo funcional deste factor de transcricdo, de modo a
aprofundar o nosso conhecimento em relacdo aos mecanismos moleculares que, em ultima
instancia, determinam a resposta ao frio e identificar alvos que possam ser utilizados no
futuro para gerar plantas com maior tolerancia a este stress ambiental.

No nosso laboratério temos produzido varias ferramentas que nos irdo permitir
estudar em pormenor a funcdo do ICE1. Essas ferramentas sdo: plantas de arroz e plantas
de Arabidopsis a sobre-exprimir o gene OsICEL, plantas de arroz a silenciar o gene OsICEL,
plantas de arroz transformadas com a construcdo OsICEL::TAP-tag, biblioteca de cDNA de
arroz de expressao induzia pelo frio (para utilizar nas técnica de “Yeast One-Hybrid” e

“Yeast Two-Hybrid”) e anticorpo policlonal contra a proteina OsICE1.

Tarefas que serdo realizadas durante este projecto, utilizando as ferramentas descritas
anteriormente:
1- Anadlise fisioldgica e molecular das plantas a sobre-exprimir (arroz e Arabidopsis) e
silenciar (arroz) o gene OsICE1
2- Purificacdo do anticorpo especifico para o OsICE1l e estudo da estabilidade da
proteina OsSICE1 (em condi¢fes controlo vs. stress de frio).
3- Estudo da interaccdo do factor de transcricdo OsSICE1l com outros reguladores
proteicos através da técnica de “Yeast Two-Hybrid”

4- Analise da interac¢do do OsICE1 com o promotor do gene OsDREB1A.



Técnicas que poderdo ser praticadas durante a realizagao deste projecto:
a) SDS-PAGE e Western blotting
b) Northern blotting
c) Yeast two-Hybrid
d) Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)
e) Realtime RT-PCR
f) Electrolyte leakage
g) Imunolocalizagdo

Duracdo e carga horéria: de 6 meses a um ano, 35 horas semanais.
Local de realizagcdo: Laboratério de Engenharia Genética de Plantas, Instituto de

Tecnologia Quimica e Bioldgica, Oeiras

Orientador: Nelson Saibo, saibo@itgb.unl.pt
Tel:214469644

Numero de estagiarios: 1
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