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RESUMO

O género Erigeron (Asteraceae), de plantas da vegetacdo
esponténea, encontra-se amplamente disseminado nas regifes Sul e
Sudeste do Brasil, sendo freguentemente encontrado em lavouras
perenes e anuais. Plantas de E. bonariensis com sintomade mosaico,
tipico do induzido por virus, foram coletadas no municipio de Sdo
Paulo e submetidas a anélises ao microscépio eletronico de
transmi ssdo, testes biol dgicos, sorol 6gicos e moleculares. Em cortes
ultrafinosdotecidofoliar original, observaram-seinclusdestubulares
e cata-ventos dispersos no citoplasma. Através de inoculagéo
mecénica, somente Chenopodium amaranticolor, C. quinoa,
Nicotiana benthamiana e N. clevelandii foraminfetadas. Osresultados
obtidos em ELISA foram negativos quando se utilizaram antissoros
contrao Turnip mosaic virus (TuMV) ediferentes estirpes do Potato

virusY (PVY), constatando-se rel aci onamento sorol gico com o Lettuce
mosaicvirus(LMV). Com autilizagao de oligonucl eotideos especificos
paraLMV amplificaram-sefragmentos esperados de aproximadamente
280 pb, que seqiiénciados confirmaram a identidade do virus. A
ocorréncia do LMV em E. bonariensis, género da mesma familia
boténica da alface (Lactuca sativa), é de grande importancia, pois
talvez possa atuar como reservatério para infecgdo de campos de
producdo de aface. Este € o primeiro relato, no Brasil, de virus
infetando Erigeron sp., 0 qua so haviasido reportado como hospedeira
natural do Bidens mottle virus (BiMoV) e do Tomato spotted wilt
virus (TSWV) nos Estados Unidos.

Palavras-chave adicionais: Potyvirus, LMV, deteccéo,

vegetacdo espontanea.

ABSTRACT

Erigeron bonariensis: an alter native host of Lettuce mosaic virus
in Brazil

The genus Erigeron, Asteraceae family, comprises weed
plants spread over Southern and Southeastern Brazil, and, frequently,
isfound among annual and perennial crop plants. Erigeron bonariensis
L.plants showing symptoms of mosaic, similar to those caused by
plant viruses, were collected in S&0 Paulo State and submitted to
electron microscopy, biological, serological and molecular analysis.
Ultrathin sections of the original foliar tissues samples showed tubular
and pinwheel inclusions dispersed in the cytoplasm of infected cells.
Following transmission by mechanical inoculation, only

Chenopodiumamaranticolor, C. quinoa, Nicotiana benthamianaand
N. clevelandii were infected. The ELISA results were negative with
antisera against Turnip mosaic virus (TuMV) and Potato virus Y
(PVY) and positivefor Lettuce mosaic virus (LMV) antiserum. With
specific primers to LMV, 280 bp fragments were amplified and
sequenced, confirming the virusidentity asLMV. The occurrence of
LMV inE. bonariensis, which belongsto thelettuce (Lactuca sativa)
family, issignificant sinceit may also act asLMYV reservoir for lettuce
field crops. This is the first report in Brazil of a virus infecting
Erigeron sp. which has al so been reported asanatural host of Bidens
mottle virus and Tomato spotted wilt virusin the United States.

No Brasil, devido a grande diversidade floristica, o
montante dos prejuizos ocasionados pelas plantas invasoras
em dreas cultivadas é reconheci damente maior, principa mente,
pela dificuldade de controle. A interferéncia das plantas da
vegetacdo espontanea sobre as culturas agricolas se traduz
em prejuizos diretos ocasionados pel aal el opatiae competicdo
com perdas de 30 a40% e prejuizosindiretosdificeis de serem
quantificados, por serem hospedeirasintermedidriasde pragas
e patdgenos (Lorenzi, 2000).

Plantas da vegetacdo esponténea tém como
caracteristicas crescer em locais indspitos, apresentar hbito
agressivo, dispersdo de sementes principal mente pelo vento,
alta capacidade reprodutiva, resisténcia a controle quimico e
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grandes popul agdes ocupando extensas &reas; 0 que astornam
grandes fontes potenciais de inéculo de fitopatdgenos para
plantacdes de espécies comerciais, desempenhando papel
fundamental na epidemiol ogiadas doencas causadas por virus
como hospedeiras primérias e secundérias (Duffus, 1971).
Diversas espécies da vegetacdo espontanea pertencentes as
familias Asteraceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae,
Commelinaceae, Solanaceae, Fabaceae, Plantaginaceae,
Malvaceae, Tropaeol aceae jaforam descritas como hospedeiras
naturais de fitovirus. Assim, é importante ressaltar que dos
virusjaidentificados no mundo, cercade 15% foram descritos
em especies pertencentes a vegetacdo esponténea (Brunt et
al., 1997).
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Estas interages, por sua vez, devem ser investigadas
para que se possa estabelecer as relages epidemioldgicas
entre 0s virus, seus vetores e as culturas de importancia
econdmica(Colariccio, 1996).

Potyviridae éamaior dasfamiliasdefitoviruscom espé-
cies jarelatadas tanto em plantas invasoras como cultivadas.
Conta, atualmente, com 145 espécies, 0 que corresponde a
20% dos virus que causam doencgas em plantas (Shuklaet al .,
1994). Muitos virus dessa familia tém gama de hospedeiras
restrita, tanto natural quanto experimental, fregtientemente
confinado a poucas espécies vegetais pertencentes a mesma
familiaboténica, mesmo género ou génerosrelacionados (Brunt
etal., 1997).

Durante visitas técnicas realizadas em campo expe-
rimental de hortalicas, incluindo a alface (Lactuca sativa L .),
situado no municipio de Sdo Paulo, SP, plantas de Erigeron
sp., familia Asteraceae, da vegetacdo espontanea, conhecidas
popularmente no Brasil como buva, voadeira ou rabo-de-
foguete (Lorenzi, 2000), apresentando sintomademosaico foram
coletadas (Figura 1). Para a correta identificagdo botanica,
exemplares foram herborizados e enviados parao Instituto de
Botanicade S&o Paulo.

Folhas infetadas, provenientes do material original,
foram trituradas em tamp&o protetivo (TACM), pH 8,0 (3,029
TRIS; 0,5g &cido ascorbico 0,1%; 0,5 g cisteina0,1%; 2,5 ml
mercapto-etanol 0,5%; 500 ml de agua destilada) segundo
Colariccio (1996). Oinéculofoi friccionado em plantas sadias
de 26 espécies de indicadoras pertencentes a sete familias
botani cas e mantidas em casa de vegetagéo paraa observagdo
posterior de sintomas. Plantas assintomaticas foram
submetidas a testes de recuperacdo em plantas de Nicotiana
benthamiana Domin. paraverificar apossibilidade deinfeccéo
latente.

Para a avaliacdo da suscetibilidade do Erigeron sp.
frente a outras espécies de fitovirus, plantas obtidas através
de sementes (desta mesma espécie) foram mantidas em casa
de vegetacdo e inoculadas com um isolado dos virus:
Cucumber mosaic virus (CMV), género Cucumovirus, familia
Bromoviridae; Lettucemosaicvirus (LMV), género Potyvirus,
familiaPotyviridae; PotatovirusY “estirpecomum” (PVY?©),
género Potyvirus, familia Potyviridae; Tomato chloratic spot
virus(TCSV), género Tospovirus, familiaBunyaviridae; Tomato
mosaic virus (ToMV), género Tobamovirus; e Tomato white
necrosisvirus (TWNV) género Tymovirus. Utilizaram-se dez
plantas por isolado e uma testemunha. O inoculo foi
padronizado em 1:1 (p:v), empregando-se o tampdo TACM,
conforme descrito anteriormente. Os tratamentos foram
padronizados sendo inoculadas duas folhas por planta,
aplicando-se 100 pl do indeulo por folha. Asplantasinocul adas
foram mantidas em casa de vegetac@o e, apos 30 dias, foram
utilizadas em testes de recuperacdo em plantas indicadoras
suscetivels para cada espécie de virus utilizado.

Amostras foliares naturalmente infetadas foram
processadas através datécnicade constrastacdo negativacom
acetato de uranila 2%. Para obtencdo de seccOes ultrafinas,
fragmentos foliares foram fixados em glutaraldeido 2,5% em
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FIG. 1 - Mosaico em folhas de Erigeron bonariensis induzido pelo
Lettuce mosaic virus (LMV).

tampéofosfato 0,1 M pH 7,0, pos-fixadosem tetrdxido de ésmio
1%, no mesmo tamp&o, contrastados com acetato de uranila
2%, desidratados em série cetbnica e incluidos em Spurr. Em
seguida, as secgbes foram contrastadas em acetato de uranila
e citrato de chumbo e observadas ao microscépio eletrénico
detransmissdo EM-208 (Philips) paravisualizagao deinclusdes
e alteracOes ultraestruturais.

Testes de DAS-ELISA foram realizados seguindo as
recomendacdes do fabricante (AGDIA), utilizando anti-soros
especificos contra a capa protéicado PVY “estirpe comum”
(PVY?9), “edtirpeclordtica’ (PVY©) e“edtirpenecrética’ (PVYN).
Testesde PTA-ELISA, paraLMV eo TuMYV, foram realizados
com anti-soros policlonais cedidos, respectivamente, pelo Dr.
M.A. Pavan (UNESP-Botucatu, SP) e Dr. P. Roggero (Instituto
deFitovirologia- Torino, Itdlia).

As amostras obtidas a partir de extrato de N.
benthamiana experimentalmenteinfetadasforam aplicadasem
triplicatas, sendo o controle negativo constituido de extrato
de plantas sadias de N. benthamiana e os controles positivos
constituidos de amostras liofilizadas, infetadas com os virus
correspondentes aos anti-soros. As leituras de absorbancia
(A 5 ) Toram feitas ap6s a aplicagéo do substrato (p-
nitrofenilfosfato), utilizando-se o aparelho Microplate reader
3550-UV (Bio-Rad). Asandlisesforam feitasapartir darelacéo
damédiadasleituras (triplicata) dasamostrasinfetadas, sobre
aleituradas amostras sadias (1/S).

Partiu-se de 1 g defolhasinfetadas de N. benthamiana
paraaextracdo dos RNAstotais, de acordo com Chomczynski
& Sacchi (1987). Amostrade N. benthamiana sadiatambém foi
extraida, servindo como controle negativo.

Paraatranscricéo reversa, sequidada PCR (RT-PCR),
utilizou-se protocol o descrito por Reverset al. (1997), partindo-
se de 1ug de RNAs totais extraidos de N. benthamiana infe-
tada. O oligonucleotideo (5' AGCTT , 3 foi utilizado nasintese
do cDNA e, também, os oligonucl eotideos denominados 8894P
(5'CCGTACATAGCIGARTGTGCT 3), queandanoterminad 3'
correspondente a proteina denominada Nib (senso viral) e o
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9171M (5 GCGTTGATGTCGTCATCYTT 3), que anelano
terminal 5’ da capa protéica (senso complementar), ambos
especificosparao LMV eque permitem amplificar segmentos
de DNA de cercade 280 pb foram utilizados naPCR, além do
termociclador Programmable Thermal Controller - PTC100 (MJ
Research), eosreagentesdo kit paraPCR Tag DNA Polymerase,
recombinante (Gibco BRL ). Ascondigdes paraaPCR constaram
de um desnaturaco inicial a 94 °C por 3 min, seguida de 40
ciclosa92°C por 20 s, de desnaturacéo, 56 °C por 20 s, parao
anelamento, e40 sde extensdo a 72 °C, com umaextensdo final
de7mina72°C. Osfragmentos de DNA amplificadosforam
visualizados sob luz ultravioletaem gel de agarose 1% corado
com brometo deetidio.

A purificac8o dos fragmentos de DNA, amplificados
viaRT-PCR, do gel deagarose, foi realizadautilizando-se o kit
“Concert Nucleic Acid Purification System” (Gibco BRL)
seguindo recomendacdes do fabricante.

Os produtos amplificados via RT-PCR foram
sequienciados diretamente pel atécnicade reagdo de terminacdo
em cadeia. Utilizou-se o seqlienciador automatico ABI 377 eo
kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit - Ampli Tag DNA Polymerase, FS (Applied
Biosystem), seguindo-se as recomendagtes do fabricante. O
sequienciamento foi realizado nos dois sentidos, utilizando-se
0s dois oligonuclectideos (8894P e 9171M). O alinhamento
das sequiénciasfoi feito com o auxilio do programa Sequencer
3.1 (Gene Codes Corporation) e as comparacdes, com as
seqliéncias existentes no banco de dados (GenBank), foram
feitas através do programa do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Assequiénciasforam ali-
nhadas (Clustal W) com outras dez seqiiéncias deisolados de
LMYV depositadas no GenBank, sendo obtido um dendrograma
(TreeView 1.5) das seqiiéncias de aminoacidos deduzidos,
sendo utilizado como membro externo o Plumpox virus (PPV)
género Potyvirus, familiaPotyviridae.

De acordo com o levantamento detalhado da diver-
sidade floristica, realizado por Angely em 1969, o Estado de
Sdo Paulo apresenta uma grande variedade de plantas da
vegetag@o espontanea, com destaque para membros de
Asteraceae com 718 espéciesrelacionadasem 101 génerose a
Solanaceae, com 173 espécies distribuidas em 22 géneros.

| dentificou-se o material vegetal com mosaico como
pertencente a espécie Erigeron bonariensis L., sin. Conyzia
bonariensis (L.) Cronquist (Asteraceae), planta daninha
frequientemente encontrada em plantacfes e carreadores
(Lorenzi, 2000) e hospedeiranatural defitoplasmas no Brasil
(Brioso et al., 2001).

O virusisolado de E. bonariensis apresentou gama de
hospedeiras restrito, pois somente plantas indicadoras de
Chenopodiumamaranticolor Coste & Reyn, C. quinoa Willd.,
N. tabacumL. *Samsun’, ‘TNN’ e*Xanthi NN’ desenvolveram
sintomas locais, enquanto que N. benthamiana desenvolveu
sintomasfoliares s stémicosdeafilamento, bol has, deformagéo,
mosaico e faixa das nervuras. Plantas de outras espécies de
Asteraceae da vegetacdo esponténea, ndo foram suscetiveis
guando inoculadas com o isolado.
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A correta identificacdo do potyvirus isolado de E.
bonariensis baseou-se, principalmente, nos resultados de
sorologia e pela andlise das sequiéncias de nucleotideos e
aminoéacidos deduzidos obtidos pela amplificacdo de
fragmentosde DNA viaRT-PCR.

Em ELISA, observou-se relacionamento soroldgico
somente com anti-soro especifico parao LMV, relacdo |/S de
3,427. N&o houveleiturasignificativaparaosdemais anti-soros
utilizados.

Em analises ao microscopio eletronico de transmissao
de folha de E. bonariensis infetada, foram observadas, pela
técnica de contrastagdo negativa, particulas flexuosas
a ongadas com aproximadamente 700 nm (Figura2A). Em cortes
ultrafinos defolhas do material original naturalmenteinfetado,
foram visualizadas inclusdes do tipo catavento, tibulos e
agregados laminares no citoplasma (Figura 2B), tipicos aos
induzidos por virus pertencentes afamilia Potyviridae (Shukla
et al., 1994). A presenca de agregado cristalino de possivel
naturezaviral, dém de grénul os ordenados em pequenasfileiras
dispersos no citoplasmatambém foi observada (Figuras 2B e
2C). Granulos ordenados dispersos no citoplasma, induzidos
pelo LMV, estdo sendo relatados pela primeira vez neste
trabalho, pois tais estruturas, até entdo, s6 haviam sido
descritas em plantas infetadas pelo Watermelon mosaic virus
(WMV), género Patyvirus (Francki et al., 1985).

Por meio de RT-PCR, foram amplificadosfragmentosde
278 pb que foram seqiienciados e comparados com outras
seqiiéncias de LMV depositadas no Genbank. O isolado de
LMYV obtido de E. bonariensis apresentou similaridade entre
95% e 100%, tanto para as seqiiéncias de nucleotideos como
de aminoéaci dos deduzidos, quando comparado com outrosde
diversas partesdo mundo, inclusive com osisoladosbrasileiros
AF198 e AF199, provenientesde aface (Krause-Sakateet al .,
2001). O dendrograma obtido a partir do alinhamento de
aminoéacidos deduzidos daregido N-terminal dacapaprotéica,
permitiu aformacdo de trés grupos distintos de acordo com a
regido geogréfica. O LMV isolado de E. bonariensis
permaneceu no grupo juntamente com os isolados da China,
Franca, Espanha, Estados UnidoseBrasil (Figura3). Ressalta-
se que aporgdo N-terminal dacapaprotéicaé aque apresenta
maior variabilidade genética entre as espécies deste género
(Shuklaetal., 1994).

Sabe-se que as principais espécies de afideos vetores
do LMV sdo as espécies Acyrthosiphon scariolae Passerini,
Aphis gossypii Glover, Macrosiphum euphorbiaceae Thos.,
Myzus per sicae Sulzer e NasonomiaribisnigrusModey (Brunt
et al.,1997). Através da andlise da seqiiéncia de aminoécidos
deduzidos foi possivel observar a presenca da trinca de
amino&cidos (DAG), responsavel pelo reconhecimento vetor/
virus durante o processo de transmissdo (Shuklaet al., 1994),
0 que permiteinferir que o isolado de LMV deE. bonariesis,
pode possivelmente ser transmitido para culturas de aface
por meio dos afideos vetores.

O LMV isolado de E. bonariensis apresentou pro-
priedades biolégicas distintas do LMV comum, umavez que
plantas de Gomphrena globosa L. e Zinnia elegans Jacg. néo
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FIG. 2 - Micrografias el etrénicas de folhas de Erigeron bonariensis
infetadas pelo Lettucemosaic virus(LMV). A. Particulasalongadase
flexuosas com aproximadamente 700 nm visualizadas em contrastagdo
negativa (P); B. Ultraestrutura de seccgBes foliares apresentando
inclusbes do tipo catavento (CV), tubulos seccionados longitu-
dinalmente (TL) etransversalmente (TT), agregadoslaminares (AL ),
grénulos ordenados (G), agregados cristalinos (AC) e Mitocdndrio
(M); C. Detalhe de agregados cristalinos de provéavel origemviral.

foram suscetiveis, enquanto que plantas inoculadas de C.
amaranticolor, desenvolveram apenas lesdes locais, embora
esta hospedeira regja com lesdes necroticas locais e sintomas
sistémicos de mosaico e rugosidade depois de inoculada com
outraestirpedo LMV (Brunt et al., 1997).

Em plantas da vegetacdo esponténea, no Estado de
S&o Paulo, foram relatados o CMV em Commelina
benghalensisL., C. erecta L. e Tradescantia clongata Mart.;
umaespécie ndo identificadadevirusem Vignaluteola L .; um
potyvirusem SolanumathropurpureumL., S. ciliatumAll., S.
palinacanthumDunal e S viarumDunal. E, também, diferentes
espécies do género Tospovirus em Amaranthus spp., Bidens
pilosa L., Boerhavia spp., Emilia sagitatta Wahl., Commelina
benghalensis L., Gamochaeta spicata L., Sda spinosa L. e
Portulacea oleracea L. (Colariccio, 1996).

Plantasde E. bonariensis sd haviam sido descritascomo
hospedeiras naturais de fitoplasmas em diferentes regides dos
Estados de Séo Paulo (Costa, 1954) e Rio de Janeiro (Brioso et
al., 2001), onde estaplantaé comum. Estaéaprimeiradescri¢do
de um virus infetando esta espécie da vegetacdo espontanea,
no Brasil. Até entdo, os Unicosrelatos de virus, nestaespécie,
haviam sido feitos na Florida e na Ilha de Maui, onde se
identificaram, respectivamente, Bidensmottlevirus (BiMoV),
género Potyvirus (Shukla et al., 1994) e Tomato spotted wilt
virus (TSWV), género Tospovirus, familia Bunyaviridae (Cho
et al., 1986). Erigeron canadense L. também ja foi relatada
como hospedeiranatural do Tobaccorattlevirus(TRV), género
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FIG. 3 - Dendrogramaobtido apartir do alinhamento de aminoécidos
deduzidos (Clustal W) do N-terminal da capa protéica de diferentes
isolados do Lettuce mosaic virus (LMV), de regides geogréficas
distintas, comparados com oisolado de Erigeron bonariensis. | solados
brasileiros: AF198 (AJ278855), AF199 (AJ278854); | solado chinés:
Yuhang (A J297630); | solado dos Estados Unidos: R (U24670); | solado
espanhol: E (X97705); Isolados franceses: 13 (278223), Aud
(Z278224); Isolados gregos: Gr5 (278228), GrB (278230); Isolado
arabe: YAR (Z78227); Plum pox virus - PPV (X97398). A barra
corresponde as substitui¢ces de aminoacidos por sitio.

Tobravirus, de diferentes espécies do género Tobamovirus e
do Tomato bushy stunt virus (TBSV), género Tombusvirus no
leste Europeu (Shuklaet al., 1994).

A ocorréncianatura do LMV em E. bonariensisindica
gue plantas desta espécie podem atuar como reservatério natural
desse virus, que atualmente é responsavel por significativas
quebras de producéo e perdas econdmicas naculturade alface
no Brasil (Krause-Sakate et al., 2001). Além disso, E.
bonariensis dispersa-se com grande facilidade atingindo areas
distantes, onde se instala (Lorenzi, 2000). Assm, a correta
caracterizagd@o do virus e o entendimento das relacdes
epidemiolégicas sdo de grande importancia para 0 manejo
adequado da cultura de alface, visando ao controle do LM V.

Em condigdesde campo, o LMV tem como caracteristica
apresentar restrita gama de hospedeiros naturais, incluindo
algumas espécies de plantas da vegetacdo esponténea como
Cirsium vulgare (Savi) Ten., Malva parviflora L. e dgumas
plantas ornamentais como Tagetes erecta L. e Osteosper mum
fruticosum(L.) Norl. (Opgenorth et al., 1991). A ocorrénciado
LMV em plantas da vegetacdo esponténea como a Gazania
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sp. jafoi relatadaem regides endémicas, como o Valede Sadinas
(Cdliférnia- EUA) e, também, em plantasornamentais, como o
Lisianthus [Eustoma grandiflorum (Raf.) Shin.] na Itélia
(Zerbini et al., 1997), sendo portanto inéditaadescricdo deste
virusem E. bonariensis.

Visando avaliar o potencial do E. bonariensis como
reservatdrio de fitovirus, comprovou-se que esta planta se
comportou como hospedeira somente do LMV, néo
desenvolvendo sintomas quando inoculada com isolados do
CMV,PVY® TCSV, ToMV e TWNV. Emtestesderecuperacéo,
utilizando hospedeiras experimentais suscetiveis para cada
virus, somente oisolado de LMV, quereproduziu sintomas de
mosaico em E. bonariensis, retornou para plantas de C.
amaranticolor e N. benthamiana.

E de conhecimento que, apds o preparo do solo para
plantio, as primeiras espécies da vegetacao espontanea que
surgem no campo pertencem as familias Asteraceae,
Amaranthaceae, Portulaccaceae e Solanaceae. Dentre estas,
asespéciesincluidas em Asteraceae s80 as maisimportantese
s80 consideradas invasoras presentes durante todo o ano no
campo (Lorenzi, 2000).

Assim, juntamente com a aquisi¢do de sementes
certificadas e a utilizagdo de cultivares de alface resistentes
(Zerbini et al., 1997), aerradicacdo deplantasde E. bonariensis
torna-se praticarecomendadaparao controledo LMV em areas
produtoras de alface e de outras asteraceas suscetiveis
cultivadasno Brasil.
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