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Resumo: A alface (Lactuca sativa L.), pertencente a famiia Asteracea, é uma das principais hortalicas
folhosas cultivadas no Brasil. Em um cultivo de alface no municipio de Altamira, Estado do Par3,
observou-se plantas apresentando manchas necréticas e bronzeamento das folhas, sintomas
caracteristicos de Tospovirus. O objetivo do trabalho foi identificar a espécie viral através dos testes
de RT-PCR e sequenciamento do DNA. Para isso, amostras das plantas doentes foram levadas ao
laboratério de fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental para realizar a extracdo do DNA e RT-PCR
utilizando primers universais para o género Tospovirus (BR60/BR65). O produto do RT-PCR foi
purificado e enviado para sequenciamento. As sequéncias foram avaliadas utilizando os programas
Blastn, ClustalW e MEGA 7.0. Os isolados de alface provenientes do municipio de Altamira-PA foram
identificados como Groundnut ringspot virus (GRSV).
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Introdugdo

A alface (Lactuca sativa L.) pertencente a familia Asteraceae, é uma das hortalicas folhosas mais
populares, sendo consumida em todo mundo (FILGUEIRA, 2003). No entanto, uma das limitacdes
para a cultura da alface é ser susceptivel ao ataque de varios patégenos, principalmente os virus.

Entre as doencas virais mais importantes na cultura da alface, destacam-se o Lettuce mosaic
virus (LMV) do género Potyvirus, causador da doenca conhecida como mosaico da alface, o Lettuce
mottle virus (LeMoV) e as trés espécies do género Tospovirus, Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV), causando a doenca conhecida

como vira-cabeca da alface (PAVAN et al., 2005).
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Em uma visita realizada a 4reas de producdo de hortalicas no municipio de Altamira no Estado
do Pard, foram observadas plantas com mancha necrdtica e bronzeamento das folhas, sintomas
caracteristicos de Tospovirus.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo identificar a espécie viral de amostras de alface

do municipio de Altamira, PA.

Material e Métodos
Duas amostras de plantas doentes provenientes de areas produtoras de hortalicas no
municipio de Altamira-PA foram levadas para o Laboratdrio de Fitopatologia na Embrapa Amazonia
Oriental em Belém-PA. Em seguida, foi feita a extracdo de acido nucleico total a partir de folhas de
alface, utilizando o protocolo de Gibbs e Makenzie (1997). O acido nucléico extraido das amostras foi
mantido em freezer a -20° C.

Para a relizacao do RT-PCR foram utilizados primers universais para o género Tospovirus: BR60
(5' AGAGCAATCGTGTCA 3') e BR65 (5' ATCAAGCCTTCTGAAAG TCAT 3') que permitem a amplificacao
de um fragmento e abrange parte do gene da proteina da capa (N) e regido ndo-traduzida do
terminal 3’ do S RNA (EIRAS et al., 2002).

Para a sintese do cDNA a partir do acido nucléico total foi realizada a RT utilizando o primer
BR60. Em seguida, realizou-se a técnica de PCR, e para isso, foram utilizados 2ul do cDNA, 5uL 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 13,85uL de dgua ultra-pura. O ciclo utilizado para o
par de primer BR 60 e BR65 consistiu de desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos a
94 °C por 1 min, 48 °C por 1 min e 72 °C por 1 min, com uma extensdo 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 coloracao 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 PCR foram
sequenciados pela empresa Helixxa base for Life. As sequéncias foram avaliadas utilizando os

programas Blastn, ClustalW e MEGA 7.0.
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Resultados e Discussao
Foram amplificados fragmentos de DNA de cerca de 452 pb para o par de primers BR60/BR65.
A analise das sequéncias dos dois isolados de alface provenientes do municipio de Altamira-PA foram
identificados como Groundnut ringspot virus (GRSV). No Estado do Pard ja foi relatado a espécie
GRSV em amostras de alface provenientes do municipio de Jacunda estado do Para (HAYASHI et al.,
2013). No Brasil, GRSV foi relatado em alface na Regidao Nordeste, com maior destaque para o Estado

de Pernambuco e S3o Paulo.

Conclusao
O virus que infecta o alface nos plantios do municipio de Altamira é o Groundnut ringspot

virus (GRSV).
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