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Resumo

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma das espécies alimentares mais importantes
mundialmente, mas no Brasil, enfrenta desafios produtivos devido as condi¢cbes tropicais e a alta
incidéncia de pragas e doencas. As viroses, como o Potato virus Y (PVY) e o Potato virus X
(PVX), podem causar perdas de até 80% na produgéo, tornando essencial o desenvolvimento de
cultivares resistentes. Entretanto, a identificagdo molecular de clones com resisténcia mdltipla a
essas viroses de forma individual pode demandar muito tempo operacional e e recursos. Uma
alternativa é o desenvolvimento de rea¢Bes multiplex que permitam a identificacdo simultanea
dos locos de resisténcia em um Unico ensaio. O objetivo deste trabalho foi otimizar condi¢bes
preliminares para desenvolver um ensaio de PCR duplex para a deteccéo simultanea dos alelos
Ryadg e Ryl que conferem resisténcia ao PVY e ao PVX, em 12 clones de batatas do Programa
de Melhoramento da UFLA (PROBATATA), por marcadores moleculares. Inicialmente, os clones
foram cultivados em casa de vegetacdo, e amostras de tecido foliar foram coletadas para a
extracdo de DNA, utilizando o método CTAB. As amostras extraidas foram quantificadas por
espectrofotometria no NanoDrop® para identificar a pureza e as concentracbes do DNA. A
seguir, testes de amplificacdo com o primer ISSR UBC 810 foram realizados para verificar a
gualidade do DNA e garantir a auséncia de falsos negativos. Posteriormente, efetuou-se os
testes individuais para detectar os alelos que conferem resisténcia ao PVY (Ryadg) e ao PVX
(Ryl) em suas respectivas concentracdes e condi¢cdes de amplificacdo individuais. Os clones
Agatha (suscetivel) e Atlantic (resistente) foram usados como controles negativo e positivo,
respectivamente. Apés a confirmacdo da amplificacdo de cada alelo, iniciou-se os testes para
padronizar as concentracfes de reagentes e a temperatura de amplificacdo comum a ambos os
primers. Foi possivel identificar uma concentracédo ideal para os primers (0,4 uM) e otimizar a
ciclagem de reacdo utilizando a abordagem de PCR touchdown, com um gradiente de
temperatura de anelamento decrescendo de 55°C para 46°C ao longo de 10 ciclos. O préximo
passo sera unir ambos os alelos em uma Unica reacao de PCR duplex com o intuito de detectar
os alelos simultaneamente. A implementagdo da PCR duplex permitira reduzir o tempo e 0s
custos laboratoriais, além de aumentar a eficiéncia na selecdo de cultivares, acelerando o
processo de melhoramento genético.
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