Analises sobre a familia génica VIT em plantas e
caracterizacao dos genes OsVIT1 e OsVIT2 por meio de
vedura.
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Figura 6: Arvore filogenética da familia VIT obtida por método Neighbor-joining, utilizando-se de bootstrap”# para
avaliar a confiabilidade dos ramos. A filogenia mostra a clara separacdo evolutiva da familia VIT em quatro grupos:
VIT1 Dicotiledoneas, VIT2 Dicotiledéneas, VIT2 Monocotiledéneas e VIT1 Monocotiledoneas. Em destaque, 0s
homologos de Oryza sativa, escolhidos para a caracterizacdo em levedura.
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N Discussao
i A filogenia indica a existéencia de um gene VIT ancestral comum
. .. TRANSFORMACAQO i ] n ' ~
Neighbor-Joining®® ‘ g a Dicotiledoneas e Monocotiledoneas e, dentro desses grupos, a
ctor \l' duplicagdo em dois genes VIT homologos, aqui nomeados como

VIT1 e VIT2. Os genes OsVIT1 e OsVIT2 de arroz parecem ser
originados de dois genes VIT ja presentes em Monocotiledoneas
primitivas.

A clonagem de OsVIT1 no vetor pENTR nao foi confirmada,
visto que o padrao de clivagem do vetor nao coincidiu com 0
esperado. Tendo em vista que foi realizada a amplificacao completa
do fragmento supostamente clivado, pode ter ocorrido um erro de
amplificacdo no sitio de clivagem Pvul interno a sequéncia de
OsVIT1 ou amplificacao de outro fragmento com tamanho similar ao
do gene de interesse.
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Resultados

Figura 1: Eletroforese do
resultado da purificacdo do
cDNA de OsVIT1 (741 pb);
M indica o marcador de peso
molecular e P o0 (gene
purificado entre as bandas
850 pb e 650 pb.

Perspectivas

e sequenciar o fragmento clonado no vetor pENTR,;
* realizar novas clonagens de OsVIT1 em pENTR ;
* desenvolver os trabalhos com o gene OsVIT?2;

Figura 2: Eletroforese do resultado da reacdo de
amplificacdo de OsVIT1 em plasmideos pENTR; M
indica o marcador, CN indica o controle negativo,
CP indica o controle positivo (gene isolado, Figura
1) e Al, A2 e A3 indicam diferentes amostras
plasmidiais que contém o gene OsVITL.
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Figura 3: Mapa do vetor pENTR contendo OsVITL,
indicando sitios para a clivagem com a enzima de restricdo
Pvul, mostrando um sitio no interior do gene de resisténcia
do vetor (Kan) e outro no interior do gene OsVIT1l. Os
fragmentos esperados sdo de 949 pb e de 2365 pb; a
representacdo da eletroforese indica como os fragmentos
dessa reacdo deveriam se posicionar em gel de agarose de
mesma concentracdo e usando o mesmo marcador molecular
(M) que os utilizados nas Figuras 4 e 5.

Figura 5: Eletroforese do resultado da
reacdo de amplificacdo de OsVIT1 a partir
de DNA das amostras clivadas (Figura 4);
M indica o marcador, CN indica o
controle negativo, CP indica o controle
positivo e Al, A2 e A3 indicam as

Figura 4: Eletroforese do
resultado da clivagem do vetor
PENTR com a enzima Pvul; M
indica o marcador e Al, A2 e A3
indicam as diferentes amostras
com uma banda entre 3000 pb e
2000 pb, diferente do esperado
conforme Figura 3.
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diferentes amostras, que resultaram em ‘ NP
amplificacdo de OsVIT1 mesmo apods a

reacao de clivagem. m Nacional de Desenvolvimento
c \iifico s Tacs nolégico




