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Resumo: A alface (Lactuca sativa L.), pertencente a famíia Asteracea, é uma das principais hortaliças 

folhosas cultivadas no Brasil. Em um cultivo de alface no município de Altamira, Estado do Pará, 

observou-se plantas apresentando manchas necróticas e bronzeamento das folhas, sintomas 

característicos 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 

laboratório de fitopatologia da Embrapa Amazônia Oriental para realizar a extração do DNA e RT-PCR 

utilizando primers universais para o gênero Tospovirus (BR60/BR65). O produto do RT-PCR foi 

purificado e enviado para sequenciamento. As sequências foram avaliadas utilizando os programas 

Blastn, ClustalW e MEGA 7.0. Os isolados de alface provenientes do município de Altamira-PA foram 

identificados como Groundnut ringspot virus (GRSV).  

Palavras-chave: Lactuca sativa L., filogenia, Tospovirus.  

 

Introdução 

A alface (Lactuca sativa L.) pertencente à família Asteraceae, é uma das hortaliças folhosas mais 

populares, sendo consumida em todo mundo (FILGUEIRA, 2003). No entanto, uma das limitações 

para a cultura da alface é ser susceptível ao ataque de vários patógenos, principalmente os vírus. 

Entre as doenças virais mais importantes na cultura da alface, destacam-se o Lettuce mosaic 

virus (LMV) do gênero Potyvirus, causador da doença conhecida como mosaico da alface, o Lettuce 

mottle virus (LeMoV)  e as três espécies do gênero Tospovirus, Tomato spotted wilt virus (TSWV),  

Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato chlorotic spot virus (TCSV), causando a doença conhecida 

como vira-cabeça da alface (PAVAN et al., 2005). 
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Em uma visita realizada a áreas de produção de hortaliças no município de Altamira no Estado 

do Pará, foram observadas plantas com mancha necrótica e bronzeamento das folhas, sintomas 

característicos de Tospovirus. 

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

do município de Altamira, PA. 

 

Material e Métodos 

Duas amostras de plantas doentes provenientes de áreas produtoras de hortaliças no 

município de Altamira-PA foram levadas para o Laboratório de Fitopatologia na Embrapa Amazônia 

Oriental em Belém-PA. Em seguida, foi feita a extração de ácido nucleico total a partir de folhas de 

alface, utilizando o protocolo de Gibbs e Makenzie (1997). O ácido nucléico extraído das amostras foi 

mantido em freezer a -20° C. 

Para a relização do RT-PCR foram utilizados primers universais para o gênero Tospovirus: BR60 

(5' AGAGCAATCGTGTCA 3') e BR65 (5' ATCAAGCCTTCTGAAAG TCAT 3') que permitem a amplificação 

de um fragmento e abrange parte do gene da proteína da capa (N) e região não-traduzida do 

teƌŵiŶalàϯ͛àdoà“à‘Náà;EI‘á“àetàal., 2002). 

Para a síntese do cDNA a partir do ácido nucléico total foi realizada a RT utilizando o primer 

BR60. Em seguida, realizou-se a técnica de PCR, e para isso, foram utilizadosàϮμlàdoàĐDNá,àϱμLàdoà

taŵpĆoà deà ƌeaçĆoà ϱX,à ϯà μLà deà MgCl2 ;Ϯϱà ŵMͿ,à Ϭ,ϱμLà deà dNTPà ;ϭϬŵMͿ,à Ϭ,ϭϱμLà daà TaƋà DNáà

Poliŵeƌase,àϬ,Ϯϱμlàdosàpƌiŵeƌsà;BR60 e BR65Ϳàeàϭϯ,ϴϱμLàdeàĄguaàultƌa-pura. O ciclo utilizado para o 

par de primer BR 60 e BR65 consistiu de desnaturação 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 extensão final de 10 min a 72  °C. O 

tamanho do fragmento de DNA foi observado e fotografado sob luz UV após a corrida eletroforética 

em gel de agarose (0,8%) e coloração 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 quantificação de DNA. Os produtos do PCR foram 

sequenciados pela empresa Helixxa base for Life. As sequências foram avaliadas utilizando os 

programas Blastn, ClustalW e MEGA 7.0. 
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Resultados e Discussão 

Foram amplificados fragmentos de DNA de cerca de 452 pb para o par de primers BR60/BR65. 

A análise das sequências dos dois isolados de alface provenientes do município de Altamira-PA foram 

identificados como Groundnut ringspot virus (GRSV). No Estado do Pará já foi relatado a espécie 

GRSV em amostras de alface provenientes do município de Jacundá estado do Pará (HAYASHI et al., 

2013). No Brasil, GRSV foi relatado em alface na Região Nordeste, com maior destaque para o Estado 

de Pernambuco e São Paulo. 

 

Conclusão 

O vírus que infecta o alface nos plantios do município de Altamira é o Groundnut ringspot 

virus (GRSV). 
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