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IDENTIFICAÇÃO DE ESTS POTENCIALMENTE ASSOCIADOS À RESISTÊNCIA DO CAFEEIRO À FERRUGEM 

HUFNAGEL, Bárbara (Bolsista-IC); THIEBAUT, Flávia (Bolsista-IC); ALVARENGA, Samuel Mazzinghy (Estudante); CAIXETA, Eveline Teixeira; ZAMBOLIM, Eunize Maciel; SAKIYAMA, Ney Sussumu (Orientador) 

Um banco de dados de mais de 200 000 ESTs (Expressed Sequence Tags) foi gerado no Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC). O banco foi minerado por meio de análise in silico e identificaram-se várias seqüências potencialmente associadas à resistência do cafeeiro à ferrugem, causada por Hemileia vastatrix Berk. et Br. A partir destas seqüências selecionadas, foram desenhados primers específicos utilizando o programa computacional Primer3. As condições para o desenho foram: (1) produto de PCR com tamanho de 400 a 600pb e 200 a 600pb; (2) tamanho do primer de 18 a 24pb; (3) tm de 55 a 60ºC;e, (4) percentagem de CG de 45 a 55. A estabilidade destes primers foi verificada utilizando o programa PrimerSelect. Desta forma, 90 pares de primers específicos foram obtidos. Diferentes concentrações dos componentes da reação de PCR foram analisadas, incluindo concentrações e marcas comerciais de taq DNA polimerase, MgCl2, dNTPs e primers. Para a amplificação no termociclador, foram avaliadas diferentes combinações de tempo e temperatura, incluindo touchdown PCR. Utilizando as condições de reação e amplificação otimizadas, 27 primers foram testados em 12 genótipos resistentes e 12 susceptíveis a H. vastatrix. Destes, 9 resultaram em bandas únicas e bem definidas, polimórficas. Os demais 63 serão, da mesma forma, testados em reações de PCR. Análises posteriores de ligação gênica serão feitas em populações segregantes para os fatores genéticos da resistência. (CBP&D/Café, FAPEMIG e CNPq) (FINEP) 

