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A cana-de-agicar é uma monocotiledonea do género Saccharum amplamente cultivada em diversos
paises tropicais e subtropicais. O Brasil é o maior produtor de cana-de-agicar do mundo e a cultura
destina-se principalmente para a produ¢io de etanol, agucar e energia elétrica. Por ser uma cultura de
grande importincia econdmica a identificagio e caracterizagio de genes e promotores sio ferramentas
fundamentais para programas de melhoramento genético da espécie. A busca por promotores tecido-
especificos que respondam a compostos quimicos como o etanol, que possui caracteristicas favoraveis
como baixo custo e biodegradabilidade, sio ferramentas valiosas na biotecnologia de plantas, pois os
mesmos permitem o controle de um dado gene tanto temporal como espacialmente. Neste trabalho,
plantas da variedade RB855156 de cana-de-agucar com trés meses de idade foram submetidas a pulve-
rizagdo com solugio etandlica (2% v/v) e agua (controle). Foram coletadas amostras foliares nos inter-
valos de tempo, 0, 1, 2, 4 e 8 horas ap0s a pulverizagdo. O material vegetal foi macerado em N2 liquido
e o RNA total foi extraido utilizando o reagente TRI{D/T M conforme as recomendagdes do fabricante.
A técnica GeneSnarelM foi empregada para o estudo do padrio da expressdo génica, e através dessa foi
possivel obter 20 ESTs (Expressed Sequence Tags) diferencialmente expressos, os quais foram excisados
do gel de agarose (1,2% p/v) e purificados utilizando o kit u’/i{ard® 517 Gel conforme as recomenda-
¢Oes do fabricante. Os produtos purificados foram ligados ao vetor pCR®2. 1. Apés esse procedimento
os vetores serdo clonados, os respectivos cDNAs seqiienciados e submetidos a busca por similaridade
com seqiiéncias depositadas no GeneBank e/ou Gene Index. As seqiiéncias analisadas serdo validadas
pela técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) visando confirmar o padrio de expressio diferencial dos
ESTs. Os cDNA full lenght e o correspondente gendmico dos fragmentos selecionados serio isolados
e caracterizados a partir do RNA total e do DNA gendémico, respectivamente. Uma vez caracterizados,
suas regiGes promotoras serdo isoladas via PCR inverso e/ou Genome WalkerIM visando a obtencio de
futuras ferramentas biotecnolégicas importantes para manipulagio do padrio de expressio de genes de

interesse para o setor sucroalcooleiro.

— 229 —



