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RESUMO

Os tospovirus sdo responsaveis por perdas significativas em
diversas culturas, principamente solanaceas. No municipio de Sao
José dos Campos (SP), plantas de jil6 (Solanum gilo) apresentando
sintomas de mosaico, bolhosidades, nanismo e queda acentuada da
producdo foram coletadas para andlise. Visando a caracterizagdo do
agente causador dos sintomas, testes biolégicos, elétrono
microscopicos, sorolégicos e moleculares foram redlizados. Através
de inoculagdo mecanica em plantas indicadoras das familias
Amaranthaceae, Chenopodiaceae e Solanaceae obtiveram-se
resultados tipicos aos esperados para tospovirus. Ao microscopio
eletronico de transmissdo, observaram-se, em contrastagdo negativa,
particulas pleomdrficas com didmetro entre 80 e 110 nm e em cortes
ultra-finos particulas presentes em vesiculas do reticulo
endoplasmético. Através de DAS-ELISA, identificou-se 0 Tomato
chlorotic spot virus (TCSV). A partir de RNA total extraido de

folhas infetadas, amplificaram-se, via RT-PCR, fragmentos
correspondentes ao gene da proteina do capsideo (cp) os quais foram
seqlienciados e comparados com outros depositados no “GenBank”.
A homologia de nucleotideos e aminoacidos deduzidos foi
respectivamente de 99 e 95% quando comparada com seqiiéncias
deisolados de TCSV. A comparagdo com as outras espécies do género
Tospovirus apresentou valores de homologia entre 72 e 84%. Estes
resultados confirmam a identidade deste virus como pertencente a
espécie TCSV, que é predominante no Estado de Sao Paulo e
importante patdgeno de outras plantas cultivadas. Além disso,
variedades de jil6 quando inoculadas foram susceptiveis tanto ao
TCSV como as espécies Tomato spotted wilt virus (TSWV) e
Groundnut ringspot virus (GRSV).

Palavras-chave adicionais: Bunyaviridae, TCSV,
Solanécess.

ABSTRACT
Characterization of a Tomato chlorotic spot virus isolated from gilo in Paraiba Valley, Sao Paulo, Brazil

Tospoviruses are responsible for important losses in most
crops, mainly Solanaceae. Gilo (Solanum gilo) plants showing
mosaic, blistering, stunting and 100% production losses were
collected for analysis from S&o José dos Campos in the State of S&o
Paulo. Biological, electron microscopy, serological and molecular
tests were carried out in order to characterize the virus isolate. The
mechanical inoculation on Amaranthaceae, Solanaceae and
Chenopodiaceae plants showed typical tospovirus-induced
symptoms. Pleomorphic particles from 80 to 110 nm were observed
in negatively stained preparations and in vesicles of the endoplasmic
reticulum of infected cells. Tomato chlorotic spot virus (TCSV)

was identified by DAS-ELISA. DNA fragments were amplified by
RT-PCR, with specific primers designed to the nucleocapsid gene
(N) of the main Tospovirus species, sequenced and compared with
others in the GenBank. The nucleotide and amino acid deduced
sequences homology was 99 and 95%, respectively, with TCSV.
Comparison with other Tospovirus species presented values between
74 and 81%. These results confirmed the identity of this virus isolate
as TCSV, the main tospovirus species in Sao Paulo that also damages
other Solanaceous crops. Varieties of gilo have been inoculated
showing susceptibility to TCSV, Tomato spotted wilt virus (TSWV)
and Groundnut ringspot virus (GRSV).

INTRODUCAO

O jil6 (Solanum gilo Raddi) pertence a familia
Solanaceae e tem suaprovavel origem no continente africano,
sendo muito cultivado no Brasil (Pagoto, 1986). No Estado
de S8o Paul o, as principais regides produtoras desta hortalica
encontram-se nas Regionais Agricolas de Campinas, Sao José
dos Campos e Sorocaba, com destagque para os municipios de
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BiritibaMirim, Embu-Guagu, 1bitina, Mogi das Cruzes, Santo
Antdnio do Pinhal, So Paulo e Taubaté, com areas cultivadas
entre 25 e 1100 ha (www.cati.sp.gov.br).

Dentre asfitoviroses que se manifestam em hortalicas
no Brasil, o0 vira-cabeca destaca-se como uma das mais
importantes, podendo infetar diversas espécies olericolas,
causando Sérios prejuizos que podem chegar até 100% de
perdas dependendo da cultura (Colariccio et al., 2001a). O
vira-cabeca é ocasionado por um complexo viral, destacando-
se 0 Tomato spotted wilt virus (TSWV) pertencenteafamilia
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Bunyaviridae, género Tospovirus, que apresenta particulas
esféricas ou pleomorficas com didmetro entre 80 e 110 nm.
Seu genoma é constituido por trés segmentos de RNA
denominados S (“small”), M (“medium”) eL (“large’). O S
RNA apresenta duasfases abertasdeleitura- ORFs (ambisense)
que codificam uma proteina ndo estrutural (gene NSs) e a
proteinado nucleocapsideo (gene N). O M RNA também possui
duas ORFs (ambisense) que codificam a proteina de
movimento (NSm) e um precursor das glicoproteinas (G1/
G2), eo L RNA apresenta uma Uinica ORF (senso negativo)
gue codifica a polimerase viral (gene L) (Van Regenmortel
et al., 2000). No Brasil, jaforam relatadas asespécies TSWV,
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot
virus (GRSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV),
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) e Iris yellow spot
virus (IYSV) (Resende et al., 1996, Bezerra et al., 1999,
Pozzer et al., 1999). Devido a ampla gama de hospedeiras,
mais de 1.050 espécies pertencentes a 92 familias botanicas,
incluindo monocotileddneas e dicotileddneas (Peters, 1998)
epeladiversidade detripes vetores, torna-se dificil o controle
da doenca (Prins & Goldbach, 1998).

Com o objetivo de identificar o virus causador dos
sintomas de mosaico, bolhosidades, nanismo e queda de até
100% da producdo, em plantas de jil6 provenientes do
municipio de Sao José dos Campos, testes foram realizados,
sendo as metodol ogias e os resultados obtidos neste trabal ho
apresentados e discutidos a seguir.

MATERIAL E METODOS

Origem do isolado

Plantas de jil6, apresentando sintomas de mosaico,
bolhosidades, distor¢éo foliar, nanismo (Figura 1) e queda
acentuada da producéo de até 100% foram col etadas em campo
de producéo comercial de hortalicas situado no municipio de
S&0 José dos Campos (Vale do Paraiba/SP) no inicio do més
de abril de 2000.

Testes Biologicos

Plantas indicadoras das espécies, Chenopodium
amaranticolor Coste & Reyn, C. quinoa Willd, pertencentes
a familia Chenopodiaceae, Gomphrena globosa L.
(Amaranthaceae) e Datura stramonium L., Lycopersicon
esculentum Mill., Nicotiana glutinosa L., N. sylvestris Spegar
& Comes, N. tabacum L. (‘Samsun NN, ‘Turkish’ e ‘White
Burley’), Petunia hybrida Vilm., Solanum gilo L., e Solanum
palinacanthum Dun., pertencentes a familia Solanaceae,
foram inoculadas mecanicamente, utilizando-se como fonte
de indculo folhas de jil6 sintomaticas trituradas em solucdo
de sulfito de sdio 0,5%, utilizando carbureto de silicio (400
mesh) como abrasivo (Colariccio et al., 20014).

Variedades de jil6 (‘Bernacci’, ‘Branco Benedito
Cardoso’, ‘ Comprido Verde Claro’ — Agroceres, ‘ Esmeralda
e‘NovaOdessa’), provenientes de banco de germoplasmado
Departamento de Horticultura do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), foram mantidas em casa de vegetacdo e
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inocul adas mecanicamente com o virusisolado dejil6 (Chaves
et al., 2000). Essas mesmas variedades também foram
inoculadas com TSWV isolado de tomateiro, proveniente de
Florianopolis, SC (Colariccio et al., 2000) e GRSV isolado
de pimentéo (Capsicum annuum L.), proveniente de Paulinia,
SP (Colariccioet al., 2001). Osindcul os foram padronizados,
respeitando-se a proporc¢do de 1:10 (p:v), sendo inoculadas
duas folhas desenvolvidas por planta, com 100 ul do extrato
bruto previamente filtrado em gaze.

Microscopia eletronica

Amostras foliares de N. glutinosa, inoculadas
mecanicamente, foram processadas através da técnica de
contrastag8o negativa com acetato de uranila 2%. Para a
obtencdo de secges ultrafinas, fragmentos foliares de jil6,
naturalmente infetados, foram fixados em glutaraldeido 2,5%
em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, pos-fixados em tetroxido de
0smio 1% no mesmo tampao, contrastados com acetato de
uranila 2%, desidratados em série cetbnica e incluidos em
“Spurr”. A seguir, as seccbes foram contrastadas em acetato
de uranila e citrato de chumbo e observadas ao microscopio
eletrénico de transmissdo EM-208 (Philips).

DAS-ELISA

A identificacdo da espécie do género Tospovirus
presente nas amostras foi realizada através do DAS-ELISA
(“double antibody sandwich - enzyme linked immunosorbent
assay”) utilizando anti-soros policlonais especificos contraa
proteinacp (capsideo) do TSWV, TCSV, GRSV e CSNV (De
Avilaet al., 1996). Asleituras de absorbancia (A 20sNM) foram
feitas 45 min apés a aplicacdo do substrato (p-
nitrofenilfosfato), utilizando-se o aparelho Microplate reader
3550-UV (Bio-Rad), sendo os resultados analisados pela
relacdo da média das leituras (triplicata) das amostras
infetadas, sobre a leitura das amostras sadias (1/S). Foram
consideradas positivas, as amostras com leitura 3 vezes
superior a média dos controles negativos.

FIG. 1 - Jil6 (Solanum gilo), proveniente de Sao José dos
Campos (SP), apresentando mosaico e bolhosi-
dades causadas pelo Tomato chlorotic spot virus
(TCSV)
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Extracao de RNA total

Paraaextracéo de RNAstotais, 1 g deamostrasfoliares
de D. stramonium, apresentando sintomas de mosaico e
pontuagtes necrdticas, foi submetido ao procedimento descrito
por Chomczynski & Sacchi (1987). Amostrasde RNAstotais
defolhas de D. stramonium sadias também foram extraidas
para servir como controle negativo.

RT-PCR

ParaaRT-PCR seguiu-se o protocol o descrito por Eiras
et al. (2001a), partindo-se de 1 ug de RNAs totais extraidos
e utilizando-se os “primers’ denominados: BR60 (5 AGAG
CAATCGTGTCA 3, desenhado para anelar na regido ndo
traduzida do termina 3' do S RNA, do nucleotideo 1 a 15
(senso complementar); BR65 (5 ATCAAGCCTTCTGAAAG
TCAT 3, desenhado paraanelar no gene que codificaparaa
proteina N, do nucleotideo 433 a 453 (senso vira); UNIV1
(5 TGTARTGRTCCATWGCA 3'), desenhado para anelar
no gene que codifica paraaproteina N, do nucleotideo 854 a
871 (senso viral) (Mumford et al., 1996). O oligonucleotideo
BR60 foi utilizado na sintese do cDNA apartir do RNA total
extraido. Partiu-se de 3 pl (1ug) deRNA _, 1ul do “primer”
BR60 (10 ng/ul) e 6l de agua estéril, aquecidos a 70° C por
3 min e imediatamente colocados em gelo (0°C). A seguir,
adicionou-se 1 pl da enzima transcriptase reversa (Gibco-
BRL), 1ul de dNTPs (deoxinucleotideos), 1 pl de DTT
(ditiotreitol) e 4 pl detampdo daenzima(“first strand Buffer”)
(Gibco BRL), sendo as amostras mantidasa 37 °C por 1 h. O
tamanho esperado para os fragmentos de DNA amplificados
com os primers BR60 e UNIV 1 é de 871 pares de bases (pb) e
os amplificados com os primers BR60 e BR65 € de 453 pb
(Figura 2). Para a PCR, foi utilizado o termociclador
“Programmable Therma Controller - PTC100” (MJ Research),
e 0s reagentes do “kit Tag DNA Polymerase, recombinant”
(Gibco BRL), seguindo as recomendagdes do fabricante. As
condi¢des para a PCR constaram de uma desnaturacdo inicia
a94 °C por 5 min, seguidade 30 ciclosa 94 °C por 1 min, 48
°C por 1 min e 72 °C por 1 min, com uma extensdo final de
10 min a 72 °C. Os fragmentos de DNA amplificados foram
visualizados em gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etideo sob luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989).

Clonagem

Os produtos amplificados via RT-PCR foram €luidos
do gel de agarose utilizando-se o kit “Concert Rapid Gel
Extraction System” (Life Technologies). Em seguida, foram
ligados em pGEM-T vector (Promega) e utilizados para a
transformacdo de células competentes de Escherichia coli
(DH5-a). Todos esses procedimentos seguiram as recomen-
dacBes dos respectivos fabricantes e indicagdes contidas em
Sambrook et al. (1989).

Seqiienciamento

Os produtos amplificados via RT-PCR foram
seqienciados pel atécnicade reaco de terminacéo em cadeia
(Sanger et al., 1977), utilizando-se 0 seqlienciador automético
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“ABI 377" e 0 “kit ABI PRISM BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit - Ampli Tag DNA
Polymerase”, FS (Perkin Elmer) seguindo as recomendacdes
do fabricante. O sequenciamento foi realizado nos dois
sentidos de leitura e repetido trés vezes. O alinhamento das
sequiéncias obtidas foi feito com o auxilio do programa
“Seguencer 3.1" (Gene Codes Corporation) e as comparacoes,
com as seqiiéncias existentes no banco de dados GenBank,
foram feitas através do programa BLAST do National Center
for Biotechnology Information (NCBI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes biol 6gicos, sorol 6gicos, € étrono-microscopicos
e moleculares permitiram aidentificacdo e caracterizagdo do
agente fitopatogénico responsavel pel os sintomas tipicos aos
induzidos por virus em cultura de jil6 no municipio de Séo
José dos Campos, SP. Os resultados obtidos nos diferentes
testesforam importantes paraadeterminacdo tanto do género
guanto da espécie do fitovirus envolvido, pois, até entdo, no
Brasil, s6 haviaum relato da ocorrénciade virose nestacultura
(Chaves et al., 2000), ndo tendo sido descrita, a reacdo de
plantas de jil6 quando infetadas por esse virus.

A inoculagdo mecénica em plantas indicadoras
induziu, em hospedeiras, sintomas tipicos dos causados por
espécies do género Tospovirus. Observaram-se |esdes
necréticaslocaisem C. amaranticolor, C. quinoa €P. hybrida
e sintomas sistémicos de anéis necréticos e mosaico em G.
globosa, pontos necréticos e necrose em folhas de D.
stramonium, NECrose e arqueamento dos foliolos em L.
esculentum € Mosaico e necrose nas diferentes espécies de

GENE NSs GENE N ¥

> >  «
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FIG. 2 - Desenho esquematico da estrutura do S RNA de
Tospovirus com cerca de 2900 nucleotideos (nt.),
apresentando 2 ORFs que codificam a proteina
do nucleocapsideo (/V) e uma proteina nao estru-
tural (/VSs). As setas representam os oligonu-
cleotideos utilizados como primers denominados
BR60 (senso complementar - 1 a 15 nt.), BR65
(senso viral - 433 a 453 nt.) e UNIV1 (senso viral
— 858 a 871 nt.). As barras em cinza representam
os tamanhos esperados para os fragmentos de
DNA, amplificados via RT-PCR, de 453 e 871
pares de bases (pb)
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Nicotiana utilizadas. Plantas de S. palinacanthum, quando
inoculadas com o material original infetado, desenvolveram
sintomas de mosaico, distor¢cdo foliar e bolhosidades e
comportaram-se como umaboa hospedeira paraamanutencéo
do isolado in vivo, por um longo periodo, sem a necessidade
de repicagens sucessivas. Esta caracteristica, observada em
S. palinacanthum, foi de fundamental importancia para a
execucao dos testes hiol 6gicos subseqgiientes, uma vez que a
manutencdo de isolados de tospovirus é fator limitante, pois,
através de repicagens sucessivas, estes perdem suainfetividade
eviruléncia (Chaves et al., 20014).

Observagdes ao microscopio € etroni co de transmissao,
tanto em contrastacdo negativa de folhas de N. glutinosa
experimentalmente infetadas, como em cortes ultra finos de
folhas de jil6 naturamente infetadas, revelaram a presenca
de particulas pleomoérficas, com diametro entre 80 e 110 nm,
agrupadas e envoltas por vesiculado reticulo endoplasmético
(Figuras 3A e B), tipicas do género Tospovirus.

Visando a identificacdo da espécie de tospovirus
isolado de jil6 empregou-se DAS-ELISA, observando-se
relacionamento sorol6gico somente com a espécie TCSV. A
média dos valores das |eituras de absorbéncia (A, ) foi de
1,35, sendo os valores obtidos para os demais anti-soros
utilizados especificos contraaproteinaN das espécies TSWV,
GRSV eCSNV inferioresatrésvezesamédiadasleituras do
controle negativo.

Através de RT-PCR, utilizando o par de oligonu-
cleotideos BR60 e BR65, foram amplificados fragmentos de
DNA com 453 pb (Figura4 , linhas 2 e 4) e com o0 par BR60
e UNIV1, amplificaram-se fragmentos com 858 pb (Figura
4, linhas 3 e 5). Na amostra de planta sadia ndo se observou
nenhum produto amplificado (Figura4, linha 6). Estes pares
de oligonuclectideos anelam no S RNA no gene que codifica
a proteina do nucleocapsideo (gene N), o0 que permite a

amplificacdo de pelo menos cinco diferentes espécies de
tospovirus (TSWV, TCSV, GRSV, INSV e CSNV) (Eiras et
al., 2001a).

Visando a caracterizacdo do isolado de tospovirus
estudado e a confirmagdo dos resultados obtidos em DAS-
ELISA, os fragmentos de DNA, amplificados via RT-PCR,
foram sequenciados e as seqliéncias de nucleotideos e
aminoacidos deduzidos (Figura 5) foram comparadas com
outras depositadas no GenBank. As maiores homologias de
nucl ectideos encontradas foram de 96 e 99%, respectivamente,
com isolados brasileiros de TCSV, acesso no GenBank
AF282982, e com o isolado denominado BRO3, acesso
S54325. Os maiores valores de homologia dos aminoéacidos
deduzidos (entre 95 e 98%) também foram observados para
0s mesmos isolados, cujos nimeros de acesso no GenBank
s80, respectivamente, AAG23654.1 e AAB25256.1 (Tabela
1). As comparagdes das seqiiéncias de nucleotideos e
aminoacidos deduzidos do isolado de virus de jil6 com os
isolados das outras espécies de tospovirus que ocorrem no
Brasil, apresentaram valores de homologiainferiores a 84%
(Tabelal), estando, estesresultados, de acordo com o esperado
para diferenciaco de espécies de tospovirus (De Avilaet al.,
1993, Pozzer et al., 1999). Através do seglienciamento,
também foi possivel determinar o tamanho exato do fragmento
amplificado via RT-PCR, com 858 pb. Este fragmento é
ligeiramente menor do que o tamanho esperado, quando se
utilizaram os oligonucleotideos BR60 e UNIV1, conforme
Mumford et al. (1996), onde obtiveram-se fragmentos com
cerca de 871 pb. Essa diferenca de tamanho corresponde a
regido ndo traduzida (terminal 3'), néo refletindo em alteracdo
no produto de N.

Nos Ultimos anos, diferentes espécies de tospovirus
tém sido identificadas e caracterizadas no Brasil (Bezerra et
al., 1999, Pozzer et al., 1999). Os tospovirus estdo entre os
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FIG. 3 - Micrografia eletronica do Tomato chlorotic spot virus (TCSV), isolado de jilo (Solanum gilo). A. Extrato de folha
de Nicotiana glutinosa, experimentalmente infetada, contrastado negativamente. Notam-se particulas contidas
em presumivel remanescente do reticulo endoplasmatico; B. Seccio ultrafina de folha de jil6 naturalmente
infetada, mostrando particulas dentro de elemento do reticulo endoplasmatico. P (seta) = particulas de tospovirus;
V = vacuolo; PC = parede celular. As barras representam 100 nm
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FIG. 4 - Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR) para o Tomato chlorotic spot virus
(TCSV), isolado de jilé (Solanum gilo) no Estado
de Sao Paulo. As amostras 2 e 4 sao fragmentos de
DNA com 453 pares de bases (pb) e as amostras 3 e
5 correspondem aos fragmentos de DNA com 858
pb amplificados via RT-PCR, respectivamente, com
os primers BR60/BR65 e BR60/UNIV1, a partir de
RNAs totais extraidos de planta de Datura
stramonium infetada. A linha 6 representa a
amostra de RNAs totais extraidos de planta sadia.
Alinha 1 representa o marcador de DNA 1 Kb DNA
Ladder (Gibco BRL)

principais patégenos de plantas, sendo responsavel s por perdas
significativas naproducao, principal mente de solanéceas, em
diferentes regifes produtoras localizadas no Estado de S&o
Paulo (Colariccio et al., 2000, 2001, 20014), Distrito Federa
e Pernambuco, mais precisamente naregido do Submédio do
Vale Sdo Francisco (Lima et al., 2000). Neste trabaho, foi
detectado, identificado e caracterizado um isolado do TCSV
em jil6, proveniente do Vale do Paraiba, uma das principais
regides produtoras desta hortalica no Estado de S&o Paulo
com potencial de producdo média, quando bem conduzida,
de aproximadamente 24 tonel adas por hectare (Pagoto, 1986).

O TCSV é predominante no Estado de Sao Paulo,
sendo importante em diversas culturas, principalmente em
hortalicas pertencentes as familias Solanaceae e Asteraceae
(Nagataet al. 1995, Colariccioet al., 2001a). Deve-seressaltar
gue os municipios produtores de jil6, do Vale do Paraiba,
também se destacam na producdo de outras espécies de
hortaligas de importéncia econdmica como alface (Lactuca
sativa L.), tomateiro e pimentdo, onde jaforam detectadas as
espécies TCSV e GRSV ocorrendo de formageneralizada na
regido (Chaves et al., 2001, Colariccio et al., 20014a).
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1 AGAGCAATTGTGTCAATTTTATTCAAAAACAT 32
33 ACTACTCAGCAACACAAATCATCACATTGCCA 64
65 GGATAAGTAACGACTGCGGTCTACAGAGTCGT 96
97 ACTTTCTTACCTTGAATCACATCTCTCGAGAG 128
129 CGGTCTAGATCTACACTGCCAAAA 152
153  ATG TCT AAG GTC AAG CTC ACC AGA GAG AAC ATT ATC TCT CTT CTA ACT 200
M S K V K L T R E N I I S L L T
201 CAG GCT GGA GAA ATC GAG TTT GAA GAA GAT CAA ATC AAG GCT ACA TTC 248
Q A G E I E F E E D Q I K A T F
249 AAC TTC GAA GAC TTT TGC GGA GAA AAT CTT GAG TCA ATC AAG AAA ATG 296
N F E D F C G E N L E S I K K M
297  AGC ATT ACC TCA TGT TTG ACT TTC CTG AAA AAT CGC CAG AGC ATC ATG 344
s 1 T s Cc L T F L K N R Q S I M
345  AAA GIT GTG AAC CTT TGT GAT TTT ACC TTT GGG AAA ATC ACA ATC AAA 392
K V VN L ¢ D F T F G K I T I K
393 AAG AAT TCT GGA AGG GIT GGA GCT AAT GAT ATG ACT TTC AGA AGG CTT 440
K NS G R V G A NDMT F R R L
B GWCTACTCAGCAACACAAATCATCACATTGCCA 64

D s M | R V K L | E E T G K A E
489  AAC CTT CCT ATT ATC AAG TCT AAG ATT GCC TCT CAT CCT CTT GIT CAA 536
N L A 1 I K s K 1 A S H P L V Q

537  &CT TAT GGT CTG CCT CTG ACA GAT GCA AAG TCT GT'A AGG CTT GCC ATA 584
A Y G L P L T D A K S V R L A 1

585  ATG CTA GGA GGT AGT ATC CCT CTG ATT GCT TCT GIG GAC ACC TTT GAA 632
M L G G s | P L I A S VvV D S F E

633  ATG ATC AGC ATC ATC CTT GOC ATA TAC CAA GAT CCT AAA TAT AAA GAT 680
M S 1 | L A 1 Y Q D A K Y K D

681  CIT GGA ATT GAA CCT TGCG AAG TAT AAC ACT AAA GAA CCT TTA GGA AAA 728
L G | E P S K Y N T K E A L G K

729  GIC TGC ACT GIG CTG AAA AGC AAA GGA GIT ACG TTG GAT GAA GG CAA 776
v €C T V L K s K G VvV T L D E A Q

777  GIG CAG AAA GGG AAA GAA TAT GCT ACA ATA CTC AGC TCT TGC AAT CCT 824
vV Q K G K E Y A T 1 L s s C N P

825  AAT GCT AAA GGA AGC ATT CCT ATG GAA CAT TAC A 858
N A K G s | A M E H Y

FIG. 5 - Seqiiéncia de nucleotideos (superior) e aminoa-
cidos deduzidos (inferior) do fragmento de DNA
(858 pb) da capa protéica do Tomato chlorotic
spot virus (TCSV), isolado de jilo (Solanum gilo),
amplificado via RT-PCR. Os nucleotideos
sublinhados correspondem aos oligonucleotideos
BR60 (1 a 15), BR65 (423 a 443) e UNIV1 (842 a
858). Os nucleotideos estio numerados a partir
da extremidade 5' da fita viral

A corretaidentificac8o e caracterizacdo do TCSV em
jil6 é importante para futuros estudos, podendo contribuir
para programas de melhoramento, umavez que as cultivares
disponiveis para plantio apresentam um bom nivel de
resisténcia a antracnose e murcha bacteriana. Porém, ndo ha
dados consi stentes do seu comportamento com rel agdo ao vira
cabega e outras viroses, pois esta € a primeira descricdo de
tospovirus nesta cultura, que é exclusivamente brasileira e
desconhecidanos Estados Unidos e Europa (Filgueira, 2000).

As diferentes variedades de jil6 (‘Bernacci’, ‘ Branco
Benedito Cardoso’, ‘Comprido Verde Claro’ - Agroceres,
‘Esmeralda’ e ‘Nova Odessa’), quando inoculadas mecani-
camente, mostraram-se susceptiveis tanto ao TCSV isolado
de jilo, como as espécies TSWV e GRSV. Estes tospovirus
ocorrem de forma generalizada no Estado de S&o0 Paulo
(Colariccio et al., 2001a) e passam a ser potencialmente
importantes para a cultura do jilo, visto que as variedades
comerciais testadas ndo apresentaram resisténcia genética a
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TABELA 1 - Comparacao (homologia em porcentagem)
entre as seqiiéncias de nucleotideos (acima
da diagonal) e aminoacidos deduzidos
(abaixo da diagonal, em cinza) da capa
protéica do Tomato chlorotic spot virus,
isolado de jilo (Solanum gilo) - TCSV-J
(cédigo de acesso AF413110, AAL07433.1)
com seqiiéncias de outros isolados de
Tospovirus depositadas no Genbank*

Isolado TCSV-J TCSV' TCSV? GRSV® TSWV*' ZLCV® CSNV®
TCSV-J - 99 96 81 78 74 73
TCSV! 98 - 96 81 79 74 74
TCSV? 95 96 - 82 78 74 74
GRSV? 84 83 87 - 78 75 74
TSWV* 78 77 80 79 - 74 76
ZLCV® 72 72 75 76 74 - 77
CSNV* 74 73 75 74 77 80 -

1. TCSV isolado BR0O3 (S54325, AAB25256.1); 2. TCSV (AF282982,
AAG23654.1); 3. Groundnut ringspot virus (GRSV) (AF25271,
AAF64317.1); 4. Tomato spotted wilt virus (TSWV) (AB038341,
BAB18308.1); 5. Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) (AF067069,
AAF04198.1); 6. Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) (AF067068,
AAF04197.1). *Os codigos de acesso no GenBank de nucleotideos e
aminoéacidos estéo indicados, respectivamente, entre parénteses.

estes patégenos. Vale ressaltar que o controle dos tospovirus,
em jilo, é dificultado principalmente quando as plantas sdo
infetadas no inicio da cultura, pois observou-se que 0s
sintomas iniciais, arqueamento das folhas e mosai co, podem
levar mais de um més para serem perceptiveis. 1sso faz com
gue as plantas infetadas permanecam mais tempo no campo,
servindo como fonte de in6culo e hospedeiras dos vetores,
possibilitando umamaior disseminacao do virus, confirmando
oquefai constatado no cultivo dejild em Sao José dos Campos,
com 100% de plantas infetadas (Eiras et al., 2001).

O desenvolvimento de cultivares que apresentem um
bom nivel de resisténcia a esses virus deve ser a melhor
estratégiade controle, visto que outras aternativas de controle
ndo sdo viaveis como utilizacdo de inseticidas e eliminacéo
de plantas infetadas, uma vez que a cultura do jilé pode
permanecer por um maior periodo detempo no campo quando
submetida a bai xa temperatura (Filgueira, 2000), o que pode
caracterizé-lo tanto como umaculturamais expostaainfeccao
como também uma fonte de indculo para futuras culturas
suscetivels as diversas espécies de tospovirus. Além disso,
nao ha estudos rel acionando perdas na producdo dessa cultura
com os aspectos epi demi ol gicos da doenca. Estudos visando
o conhecimento das relacBes entre as condigdes climéticas,
as espécies detripes vetores e aépocade plantio e colheitado
jil6, passam a ser considerados fundamentais para o
estabelecimento de estratégias adequadas de controle dos
tospovirus nesta cultura.
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