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Resumo: A alface é uma hortalica folhosa de grande importdncia econ6mica e social no Brasil, pois
bastante cultivada por pequenos produtores e em hortas familiares. Isto ocorre principalmente pela
facilidade que a cultura apresenta em se adaptar as mais diferentes condi¢des. As doencas causadas
por virus sdo as principais responsaveis pelas perdas na produc¢do na cultura, entre elas destacam-se
as causadas por virus do género Tospovirus. Durante visitas realizadas a dreas produtoras de
hortalicas localizadas na regido metropolitana de Belém-Para, foi observada a alta incidéncia de
plantas com sintomas de viroses. Assim, o trabalho teve como objetivo identificar o agente causal do
vira cabeca da alface, por meio de RT-PCR e sequenciamento do acido nucléico. Para isso, foi feita a
extracdo de dacidos nucleicos total a partir de folhas de alface com sintoma de vira-cabeca e,
posteriormente foi realizado o RT-PCR utilizando os primers universais para o género Tospovirus. O
produto do PCR foi sequenciado e avaliado nos programas Blast, ClustalW e Mega 7.0. A partir da
analise da filogenia foi observado que os isolados formaram um clado com os acessos da espécie
Tomato chlorotic spot virus (TCSV). Este foi o primeiro relato de TCSV em alface no Estado do Para.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., RT-PCR, vira cabeca.

Introdugdo
A alface (Lactuca sativa L.) € uma das hortalicas mais plantadas por pequenos produtores e em
hortas domesticas em todo o Brasil. Tem grande importancia econémica e social pois a mesma é

bastante cultivada e consumida no Brasil. Seu plantio ocorre em todo o Brasil, pois possui
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caracteristicas de facil adaptacao as diversas condi¢Oes climdticas encontradas no pais e por seu
cultivo ser possivel durante todo o ano (LUCAS, 2014).

A ocorréncia de viroses nas principais regides produtoras sdo apontadas como a principal
responsavel pelas danos na produc¢do e aos prejuizos econémicos dos produtores. A alface pode ser
infectada por diversos virus, dentre os mais importantes destacam-se o Lettuce mosaic virus (LMV)
causador da doenga conhecida como mosaico da alface, o Lettuce mottle virus (LeMoV) e o complexo
de virus do género Tospovirus que causa a doenca conhecida como vira-cabeca da alface (BORGES,
2006).

No Brasil hd uma grande diversidade de tospovirus, com a presenca de isolados de Tomato
spotted wilt virus (TSWV), Impatiens necrotic spot virus (INSV), Groundnut ringspot virus (GRSV),
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Chrysantemum stem necrosis
tospovirus (CSNV), Iris yellow spot virus (IYSV) e Bean necrotic mosaic virus (BeNMV), identificados
em diversas culturas em todo territério nacional (LIMA, 2014).

Durante visitas a plantios de hortalicas na regido metropolitana de Belém-PA foi observada alta
incidéncia de plantas de alface com sintomas caracteristicos do vira-cabeca do alface. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo identificar o agente causal do vira cabeca da alface, por meio

de RT-PCR e sequenciamento do acido nucléico.

Material e Métodos

Trés amostras de plantas doentes, com sintomas de vira-cabecga, provenientes de dareas
produtoras de hortalicas localizadas nos municipios e Benevides, Santa Izabel e Marituba, Estado do
Pard, foram levadas para andlise no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental em
Belém-PA. Em seguida, foi feita a extragdo de acido nucléico total a partir de folhas novas, utilizando
o protocolo de Gibbs e Makenzie (1997). O acido nucléico extraido das amostras foi mantido em
freezer a -20° C.

Para a relizacdo do RT-PCR (Transcricdo Reversa — Reacdo da Polimerase em Cadeia) foram
utilizados primers universais para o género Tospovirus: BR60 (5' AGAGCAATCGTGTCA 3') e BR65 (5'
ATCAAGCCTTCTGAAAGTCAT 3') que permitem a amplificacdo de um fragmento que abrange parte do

gene da proteina da capa (N) e regido ndo-traduzida do terminal 3’ do S RNA (EIRAS et al., 2002).


http://ipm.ifas.ufl.edu/pdfs/TSWV.pdf
http://ipm.ifas.ufl.edu/pdfs/TSWV.pdf
http://agrifish.dk/plants/harmful-pests/viruses/chrysantemum-stem-necrosis-tospovirus-csnv/
http://agrifish.dk/plants/harmful-pests/viruses/chrysantemum-stem-necrosis-tospovirus-csnv/
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Para a sintese do cDNA a partir do acido nucléico total foi realizada a RT utilizando o primer BR
60. Em seguida, realizou-se a técnica de PCR, e para isso, foram utilizados 2ul do cDNA, 5ulL do
tampdo de reacdo 5X, 3 uL de MgCl2 (25 mM), 0,5uL de dNTP (10mM), 0,15uL da Tag DNA
Polimerase, 0,25ul dos primers (BR60 e BR65) e 13,85l de dgua ultra-pura. O ciclo utilizado para o
par de primer BR 60 e BR65 consistiu de desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 35 ciclos a
94 °C por 1 min, 48 °C por 1 min e 72 °C por 1 min, com uma extensao final de 10 mina 72 °C. O
tamanho do fragmento de DNA foi observado e fotografado sob luz UV apds a corrida eletroforética
em gel de agarose (0,8%) e coloragdo em GelRed.

Posteriormente, foi realizada a limpeza do produto do PCR utilizando o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-UP System (Promega), seguida da quantificacdo de DNA. Os produtos do RT-PCR foram
sequenciados pela empresa Helixxa base for Life. As sequéncias foram avaliadas utilizando os

programas Blastn, ClustalW e MEGA 7.0.

Resultados e Discussao

Foram amplificados fragmentos de DNA de cerca de 453 pb a partir do par de primers BR60 e
BR65 nas trés amostras. As sequéncias obtidas a partir dos isolados foram comparadas com acessos
das espécies do género Tospovirus, disponiveis no GenBank para analise de identidade para
nucleotideos. Os trés isolados apresentaram identidade nucleotidica de 92 a 98 % com acessos da
espécie de Tomato chlorotic spot virus — TCSV.

Apds a andlise filogenética da sequéncia nucleotidica foi possivel observar na arvore ao se
utilizar o método Neighbor-Joining, através de uma analise de bootstrap feita com 2000 repeticGes,
que trés isolados formaram um clado com os isolados de TCSV, apresentando maior identidade com
os isolados provenientes de Bouvardia sp. (Estado de S3do Paulo) e jilé6 (Estado de Sdo Paulo).

Os virus do género Tospovirus sao transmitidos por insetos vetores conhecidos como tripes
(Thysanoptera: Thripidae). Sua transmissdo ocorre de maneira persistente e circulativa-propagativa.
O tripes adquire o tospovirus apenas no estagio larval e através de sua alimentacdo, ndo ocorrendo a
transmissdo por insetos adultos e o mesmo nao é transmitido para sua prole (LIMA, 2014).

No Estado do Para, o TCSV ja foi identificado em tomate (CARVALHO et al., 2015). Este foi o

primeiro relato de Tomato chlorotic spot virus infectando plantas de alface no Estado do Para.
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Figura 1: Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida baseada no alinhamento das sequéncias de
nucleotideos de parte do gene da proteina da capa (N) e regido ndo-traduzida do terminal 3’ do S RNA. A Arvore foi
gerada utilizando o software MEGA 7, bootstrap de 2000 repeticGes.

Conclusao
O agente causal do vira cabeca de alfaces provenientes de Benevides, Santa Izabel e Marituba,

Estado do Pard, é o Tomato chlorotic spot virus.
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