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RESUMO

Durante inspec¢0es realizadas em areas produtoras de alface, nos municipios que integram o
cinturdo-verde de Sdo Paulo, observou-se a presenca de plantas de Sonchus oleraceus e S. aspercom
sintomas caracteristicos aos induzidos por virus. Amostras foram coletadas e submetidas a testes
bioldgicos, sorolégicos e moleculares, além de examinadas ao microscépio eletrénico de trans-
missdo. Constatou-se quesS. oleraceus encontrava-se infectada peloLettuce mosaic virus (LMV) e pelo
Lettuce big-vein associated virus (LBVaV), tanto em infec¢des simples quanto mistas, enquanto S.
asper estava infectada apenas pelo LMV. Os sintomas provocados por estes virus causam depre-
ciacao daalface paraacomercializagao, consequientemente, adescri¢do de hospedeirasalternativas
¢é fator relevante para o manejo destes patdgenos e para prevencao de epidemias que possam
acarretar em quebra de producéo da cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas invasoras, daninhas, epidemiologia, Lettuce mosaic virus (LMV),
Lettuce big-vein associated virus (LBVaV).

ABSTRACT

SONCHUS OLERACEUS AND S. ASPER AS A NATURAL RESERVOIR OF VIRUSES IN
LETTUCE CROPS OF THE SAO PAULO GREEN BELT. The presence of Sonchus oleraceus andS. asper
showing typical symptoms induced by viruses was observed in lettuce crops from the Sédo Paulo
greenbelt. The sampleswere collected and analysed by biological, serological and molecular tests,
and also examined by transmission electron microscopy. Our results indicated thatS. oleraceuswas
infected by Lettuce mosaic virus (LMV) and Lettuce big-vein associated virus (LBVaV), in single or
mixed infections. S. asper, however, was infected only by LMV. It is worth mentioning that
symptoms caused by these viruses depreciate the lettuce production. Thus, thereportofalternative
hosts for these viruses contributes to the management and prevention of epidemics that could
harm the lettuce production.

KEY WORDS: Weed, epidemiology, Lettucemosaicvirus (LMV), Lettucebig-veinassociatedvirus (LBVaV).

INTRODUCAO

Entre os géneros que constituem a subfamilia
Cichorioidae, familia Asteraceae, ordem Asterales,
representadaporplantasdogrupodos “Dandelions”
e correlatos, destacam-se: Cichorium, Crepis,
Hieracium, Krigia, Lactuca, Pyrrhopappus, Sonchus,
Taraxacum, Tragopogon e Youngria (Jupb et al., 1999;
“APG 1998”, 1998). Destes, o génerolLactuca destaca-
se por sua importancia agrondémica, enquanto
Sonchus se diferencia dos demais géneros devido a
diversidade de espécies endémicas, totalizando 121
espécies descritas (www.plantmed.com.br), comple-
xidade taxonémica e ampla distribuicdo geogréafica
com representantes em todos os continentes (Kim et
al., 1996).

No hemisfério norte destacam-se as espécies
arbustivas S. asper (L.) Hill, S. crassifolius Pourret, S.
oleraceus L. e S. tenerrimus L., enquanto nas Ameéricas
Central e do Sul predominam as espécies S. asper e S.
oleraceus (www.inbio.ac.cr). No Brasil, S. asper, popu-
larmente conhecidacomoserralha-de-espinho, é uma
plantainvasorafreqlienteemsolosagricolasdestina-
dos a lavouras anuais e esporadicamente associada
a culturas perenes. S. oleraceus, conhecida como
serralha-lisa ou serralha-verdadeira, é uma planta
invasorafreqiienteem muitasregidesagricolas, infes-
tando tanto lavouras anuais como perenes (Lorenzi,
2000).

Indmeras plantas cultivadas ja foram relatadas
como hospedeirasdevirus, porémdas 630 espéciesde
virus relatadas, 15% foram descritas em plantas da
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vegetacao esponténea pertencentes principalmente
asfamilias Asteraceae e Solanaceae, o que caracteriza
a sua importancia na epidemiologia dos virus de
plantas (HuLL, 2002).

Dentre os virus descritos na vegetacao esponta-
nea, destacam-se aqueles pertencentes aos géneros
Alfamovirus, Badnavirus, Begomovirus, Carmovirus,
Closterovirus, Comovirus, Ilarvirus, Luteovirus,
Potexvirus, Potyvirus, Rhabdovirus, Sequivirus,
Sobemovirus, Tobamovirus, Tospovirus € Tymovirus
(BrunT et al., 1997). Os membros do género Potyvirus
merecem destaque por representarem 20% do total
dos virus de plantas ja descritos, o que torna este
género um dos mais importantes devido ao grande
numero de espécies descritas, tanto em plantas culti-
vadas como na vegetacdo espontanea EEeRrBINI;
ZamBoLiM, 1999). Registraram-se 196 espécies de
Potyvirus, sendo 91 destas consideradas definitivas,
caracterizando-o definitivamente, do ponto de vista
econdmico, como 0 mais importante género de virus
de plantas (Mavo, 2005).

Dentre as espécies agricolas cultivadas e acometi-
daspor potyvirus, merece destaqueaculturadaalface
cuja ocorréncia das espécies Bidens mottle virus
(BiMoV), somente relatada nos EUA, Bidens mosaic
virus (BiMV), somente relatada no Brasil, e o Lettuce
mosaic virus (LMV) e Turnip mosaic virus (TuMV) rela-
tados na Asia, Américas e Europa (Davis etal., 1997).

Em levantamentos realizados nas areas produto-
ras do Estado de Sdo Paulo, o LMV e as espécies de
Tospovirus Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e
Groundnutringspotvirus (GRSV) sdoresponsaveis por
quebras de producao significativas (CoLariccio etal.,
2003). Porém, recentemente, a sindrome do
espessamento clorético das nervuras daalface “ lettuce
big-vein” causada pelo Lettuce big-vein associated virus
(LBVaV, género Varicosavirus) e Mirafiori lettuce virus
(MiLV, género Ophiovirus), se consolidou como uma
importante doencga na cultura da alface no Brasil
(Covariccio et al., 2005; Lima NeTo et al., 2004).

Considerando que o Estado de Sdo Pauloéomaior
produtor nacional de alface, com uma renda de R$
38,5 milhdes, em uma areatotal plantada de 6.645 ha
(www.iea.sp.gov.br) e apresenta ampla diversidade
defaner6gamas, com 131 géneros de Asteraceae cata-
logados (SHepHERD, 1997), objetivou-se no presente
trabalho correlacionar a importancia das asteraceas
espontaneascomo reservatorios naturaisde virusem
areas de producao da alface pertencente ao cinturdo-
verde do Municipio de Sdo Paulo.

MATERIAL E METODOS

Areas amostradas: Foram monitoradas, durante
os anos de 2003 a 2005, seis areas agricolas caracte-

rizadas pelo cultivo intensivo de alface sob sistema
convencional, situadas nos municipios de Biritiba-
Mirim, Guarulhos (Sub-Distrito de Aracilia), Igarata,
Jacaref, Jarinu e Mogi das Cruzes.

Amostragens: Foram coletadas amostras de
sete espécies de asteraceas espontaneas apresen-
tando sintomas semelhantes aos induzidos por
virus, tais como clareamento e espessamento das
nervuras, mosaico e necrose (Figs. 1 e 2). Estas
amostras foram constituidas pelas espécies
Ageratum conyzioides L. (mentrasto), Bidens pilosa
L. (picdo-preto), Emilia sonchifolia DC. (falsa-
serralha), Galinsoga parviflora Cav. (picdo-bran-
co), S. asper, S. oleraceus e Taraxacum officinale Weber
(dente-de-ledo).

Testes biologicos: As amostras coletadas foram
inoculadas mecanicamente em diferentes espécies
de plantas indicadoras pertencentes as familias
Amaranthaceae (Gomphrena globosa L.),
Chenopodiaceae (Chenopodium amaranticolor Coste
& Reyn e C. quinoa Willd.) e Solanaceae Datura
stramonium L., Nicotiana benthamiana Domin., N.
glutinosa L., N. megalosiphon Van Heurck & Mull.
Arg., N. rustica L. e N. tabacum L.‘White Burley’ e
‘Samsun’). Osindculosforam preparadosapartirda
maceracdo das folhas das amostras originais em
tampao fosfato de sédio (0,05 M pH 7,0 + 0,5 % de
Na,S0,) e friccionados sobre as folhas das plantas
indicadoras com agente abrasivo (carbureto de sili-
cio-400 mesh). As plantas inoculadas foram
mantidas em casa-de-vegetagdo para a observacao
de sintomas.

Microscopiaeletrénica de transmissdo: Tanto as
amostras originais coletadas quanto as plantas
indicadoras sintométicas foram examinadas ao mi-
croscopio eletrénico de transmissdao (MET) por
contrastacdo negativa com acetato de uranila 2%
(MiLNE, 1984).

ELISA: Asamostras foram analisadas por DAS- e
PTA-ELISA, utilizando-se anti-soros especificos para
as espécies LBVaV, MiLV, LMV, TuMV e para as
diferentes espécies de Tospovirus[GRSV, TCSV eTomato
spotted wilt virus (TSWV)]. Foram consideradas posi-
tivas as amostras cujas leituras de absorbancia (A,;)
foram trés vezes superiores as leituras dos controles
sadios.

Extracdo de RNAs totais e RT-PCR: Os isola-
dos de LMV, provenientes de Sonchus, foram sub-
metidos a RT-PCR, a partir da extracdo do RNA
total de plantas de N. benthamianainoculadas. A
sintese do cDNA, a partir do RNA total, foi feita
utilizando-se o oligo-dT (5" AGCTT,, 3"). Para a
amplificacdo por PCR foi utilizado o par de
oligonucleotideos 8894P ¢ 9171M, especifico para
o LMV, com um fragmento de tamanho esperado
de 280 pb (Reverset al., 1997).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 7 espécies de plantas da vegetacgédo espontanea
amostradas noscampos de producdo de alface, apenas
S. asper e S. oleraceus mostraram-se potenciais fontes de
inéculodo LMV e LBVaV. Asespécies de Tospovirus,bem
comoo TuMV eMiLV ndoforam detectadas nasdemais
espécies de asteraceas coletadas. A espécie B. pilosa, ja
relatadacomohospedeiranaturaldovirusBiMV, BiMoV
e TSWV (Brunr et al., 1997), ndo se caracterizou como
potencial fonte de in6culo nas areas monitoradas.

AsinfeccBescausadas por LMV nasespéciesdeSonchus
foram confirmadas pela observacdo de pontos cloréticos
locais e mosaico sistémico emC.amaranticolor e C.quinoa,e
mosaico sisttmico em N. benthamiana inoculadas. Nas
amostras originais de das duas espécies de Sonchus com
sintomasdemaosaico, tambémforamvisualizadasaoMET
particulas alongadas flexuosas com aproximadamente
760 nm de comprimento, tipicas de potyvirus (Fig. 3). Os
resultados do PTA-ELISA, com valores de absorbéncia 3
vezes superiores aamostra sadia, e RT-PCR, com aampli-
ficacdo de fragmentos de DNA com 280 pares de bases,
foram positivos parao LMV (Fig. 4).

Ainfecgdo pelo LBVaV das plantas deS. oleraceusfoi
inicialmente constatada pela observagao dossintomas
de clareamento e espessamento das nervuras (Fig. 2), e
confirmada pela reacéo positiva com o anti-soro espe-
cificoem DAS-ELISA. Particulas do LBVaV néo foram
observadas nas amostras positivas em sorologia, pro-
vavelmente devido a baixa concentragédo deste virus
nas hospedeiras. Este fato foi previamente constatado
emamostras de alface infectadas pelo LBVaV, proveni-
entes de levantamentos realizados no cinturéo-verde
de Sao Paulo (CoLariccio etal., 2005).

1

O papel das hospedeiras alternativas na
epidemiologiados potyvirus,comoo LMV, responsa-
vel por perdas da producédo da alface em todos os
paises produtores desta cultura (BrunT etal., 1997), é
pouco documentado no Brasil. No entanto, no estado
de Sé&o Paulo, foi recentemente registrada a deteccao
do LMV em Erigeron bonariensis L. (rabo-de-foguete)
(CHavEs et al., 2003) e Bidens sulphurea L. (cosmo-
amarelo) CHAves et al., 2005). Por sua vez, nos
continentes europeu e norte-americano, o LMV foi
detectado em diversas espécies de asteraceas espon-
taneas como Picris echioides L. (bristly oxtongue),
Cirsium vulgare (Savi) Ten. (cardo-negro) (HorvATH,
1991) e tambémem plantas ornamentais comoTagetes
erecta L. (cravo-africano), Osteospermum fruticosum(L.)
Norl (freeway daisy) (OpcenorTHEL al., 1991), Gazania
spp. (gazénia) (Zereini et al., 1997) e Dimorphotheca
sinata L. (margarida-americana) (MaNoussopouLos et
al., 1999). Estes relatos da ocorréncia do LMV em
asteraceas reforcam a teoria proposta por HoLLINGS;
BrunT (1981) de que os potyvirus apresentam circulo
de hospedeiras naturais restrito a mesma familia,
mesmo género ou géneros botanicos relacionados.

Sonchus asper comportou-se como hospedeira na-
tural do LMV somente na area produtora de alface
localizada no municipio de Guarulhos. Por sua vez,
S. oleraceus caracterizou-se como reservatorio natural
do LMV emquatro areas produtoras pertencentes aos
Municipios de Biritiba-Mirim, Guarulhos, Jarinu e
Mogi das Cruzes. Por sua vez, o LBVaV foi detectado
em S. oleraceus apenas no municipio de Guarulhos, o
que caracterizaestaespécie como aprincipal respon-
savel pela manutencéo destes virus em campos de
producdo de alface nestas regides (Tabela 1).

LE#

Figs. 1-4 - (1) Folhas de S. asper (serralha-de-espinho) com sintomas de mosaico e necrose, (2) Folhas de S. oleraceus

(serralha lisa ou verdadeira) apresentando sintomas de clareamento e faixas das nervuras, (3) Micrografia eletrénica
de transmissdo de extrato de folhas de S. oleraceus em contraste negativo com acetato de uranila 2% apresentando
particulas alongadas flexuosas tipicas dos potyvirus, (4) Eletroforese em gel de agarose 1,2 % mostrando fragmentos
de 280 pb (seta—colunas 1 e 2) amplificados viaRT-PCR a partir de RNAs totais deS.oleraceus utilizando oligonucleotideos
especificos para o Lettuce mosaic virus — LMV. M - marcador 100 bp (Roche), M’ - marcador | Pstl
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Tabela 1 - Detec¢do de virus nas espécies de Asteraceae coletadas em campos de producdo de alface situados

em municipios do cinturdo-verde de Sao Paulo.

Espécies coletadas

Municipios amostrados

Biritiba- Guarulhos Igarata Jacarei Jarinu M. das
Mirim Cruzes

A. conyzoides * * - - * *

B. pilosa - - - - . }

E. sonchifolia - - * * * i}

G. parviflora - - - . * ;

S. asper - LMV@®.ER) * * * )

S. oleraceus LMVE.ER) LMVEER | BVaV®, - _ LMVEER | MVEER

LMV+LBVaV
T. officinale - * - - - -

Siglas: Lettuce mosaicvirus (LMV); Lettuce bigvein associated virus(LBVaV); Amostras negativas paratodos os anti-
soros utilizados (-), espécies de Asteraceae ndo coletadas no campo amostrado (*); Os virus foram identificados

por métodos biolégicos (B), ELISA (E) e/ou RT-PCR (R)

Estes resultados permitiram concluir que as duas
espécies de Sonchus apresentam papel relevante na
epidemiologiado LMV, eS.oleraceusparaoLBVaV.De
acordo com Bos (1981), plantas da vegetagéo espon-
tnea apresentam elevada variabilidade genética,
sendo que os individuos de uma mesma espécie, que
compdem uma populagéo, podem responder de for-
mas distintas a infec¢do causada por um virus ou a
pressdo exercida por ele. Este comportamento esta
relacionado a elevada competi¢do natural e arapida
sele¢do para a resisténcia ou tolerancia das plantas
davegetacdo espontanea, que forcam os seus descen-
dentes com caréter suscetivel a ndo se estabelecerem
no campo frente a determinadas pressoes de sele¢do
(TomLINsON; WALKER, 1973).

Deste levantamento, constatou-se também a pri-
meiraocorrénciadaco-infeccdo do LMV e LBVaV em
S.oleraceus (Tabela 1). Até entdo, estaespécie se carac-
terizava por ndo ser suscetivel ao LMV com apenas
algumas ocorréncias isoladas na Nova Zelandia
(FLETCHER, 2005). Porém, naEuropae Estados Unidos,
tanto S. asper quanto S. oleraceus s@o potenciais reser-
vatorios naturais do LBVaV, desenvolvendo sinto-
mas de faixas e clareamento das nervuras (Brunr etal.,
1997), semelhantesaos também observadosnasamos-
tras infectadas por esse virus coletadas nas areas de
producéo de alface em Guarulhos (Fig. 2). Este fato
reforga a caracteristica deS. oleraceus como umaespé-
ciedeelevadopotencial paramanteroLMVeoLBVaV
em &reas adjacentes aos campos de produgao, princi-
palmente durante o periodo de preparo do solo para
o plantio.

Verificou-seque o LMV, devido assuas caracteris-
ticas de interacdo com os afideos vetores e seus hos-
pedeiros, encontra-se mais disseminado nas areas
amostradas, quando comparado ao LBVaV. Esta
constatacido fundamenta-se, poisS. oleraceus, em con-

di¢Bes tropicais e subtropicais, é colonizada por um
grande numero de espécies de afideos, merecendo
destaque Macrosiphon euphorbiae (Thomas) e Myzus
persicae (Sulz.), que se estabelecem no campo a partir
de grandes coldnias formadas nesta espécie da vege-
taclo espontanea (MicHeLoTTOEt al., 2004). Outro im-
portante vetor do LMV é o afideo Hyperomyzuslactucae
(Linné), que nédo coloniza a alface, mas estabelece
grandes col6nias em asteraceas da vegetagdo espon-
tdnea nas proximidades das culturas de alface e
escarola (Sousa-SiLvA; ILHARCO, 1995). Além disso, por
serem polifagos, esses afideosapresentamumgrande
potencial de transmisséo e disseminag¢édo do LMV no
campo (BLackmAaNN; Eastor, 2000).

Em &reas de cultivo intensivo de alface, constata-
sequeadisseminacéo “dentrodacultura” temimpor-
téncia maior na incidéncia do LMV quando compa-
rada com a disseminagdo “de-fora-para-dentro”, o
que torna as asteraceas da vegetacdo espontanea
potenciais reservatdrios naturais de fitovirus (SHukLA
etal., 1994). Portanto, o usode sementeslivresdo LMV
eaaplicacdode métodos culturais,comoaeliminacao
de plantas invasoras, devem ser integrados para as-
segurar um melhor controle do virus.

A deteccdo do LBVaV em S. oleraceus, bem como a
sua disseminag¢do nas areas amostradas, foi restrita
guando comparado ao LMV devido a sua transmis-
sdo ser realizada por zoésporos do fungo Olpidium
brassicae. Esta interacdo (virus-vetor), dentre as for-
mas de transmisséo, é considerada de menorimpacto
epidemioldgico devido a baixa locomogéo dos
zoOsporos e a sua dependéncia por baixas tempera-
turas e elevada umidade para parasitar as raizes das
plantas hospedeiras e, consequentemente, realizar a
transmissdo do LBVaV (Costa et al., 1999).

Constata-se que 0 manejo de S. asper e S. oleraceus
torna-se pratica preventiva a ser adotada nas areas
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cultivadas com alface, devido a pressdo constante
exercida pela monocultura comercial. Fatos seme-
lhantes aos observados nas areas amostradas no
presente trabalho foram registrados em regides pro-
dutoras de alface no sul da Califérnia, o que tornou
Chenopodium album L. como uma fonte potencial de
in6culodo LMV no campo (Bos,1981). Aversatilidade
e aimportancia do género Sonchus como reservatoério
natural de diferentes espécies de virus pode ser cons-
tatada pela deteccdo do Alfalfa mosaic virus - AMV
(Alfamovirus), Cucumber mosaic virus - CMV
(Cucumovirus), Sonchus yellow net virus — SYNV
(Nucleorhabdovirus) e Turnip mosaic virus — TuMV
(Potyvirus) emS. arvensis; AMV, CMV e Tomato spotted
wilt virus —= TSWV (Tospovirus) em S. oleraceus e AMV
e CMV em S. asper (DAaviset al., 1997). Aliando-se esta
caracteristica as nossas condi¢cdes ambientais, que
favorecem a manutengao dos virus e de seus vetores,
conclui-se que as duas espécies de Sonchus,endémicas
no Brasil, apresentam riscos ao desenvolvimento da
alfacicultura, principalmente no estado de Sdo Paulo
que se caracteriza como o maior produtor nacional
desta olericola.
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