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RESUMO

A doenca causada pelo complexo de virus do tomato yellow |eaf
curl (TYLC) é muito séria em tomateiro, principalmente na Améri-
ca Central e Europa, e é causada por um complexo de begomovirus
monopartidos. A doenga torna-se predominante, mesmo em areas
com a presenca de outros begomovirus. No Brasil, os problemas
advindos da infecgdo por begomovirus figuram entre os principais
fatores de perdas e oneragdo de custos. A introdugdo do complexo
TYLC representa uma grande ameaca para os produtores. Este estu-
do visou a realizacdo de testes de deteccdo baseados em reacéo de
polimerase em cadeia (PCR) e hibridizacgo especificos em amos-
tras suspeitas col etadas no estado de S&o Paulo. Um total de 46 amos-
trascom sintomas|embrando aquel es causados pelo complexo TYLC
foram coletados no municipio de Campinas. Todas as amostras fo-
ram negativas para deteccdo de Tomato yellow leaf curl virus e
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus, as duas espécies mais im-
portantes do completo TYLC. Este resultado sugeriu que as duas
espécies de virus ainda ndo foram introduzidas no Brasil ou que
ainda ndo apresentam uma larga distribuicao.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum, geminivirus, TYLCV,
TYLCSV.

ABSTRACT

Survey on Tomato yellow leaf curl virus and Tomato yellow
leaf curl Sardinia virus in tomatoes

The disease caused by the virus complex of tomato yellow leaf
curl (TYLC) isextremely severe in tomato plants, notably in Central
America and Europe, and is caused by a complex of begomovirus
species. The disease becomes predominant even in areas with the
presence of other begomoviruses. In Brazil. the problemsarisen from
begomovirus infection are one of the mgjor factors for damages and
increasing the costs. Theintroduction of the TY LC complex implies
in agreat threat for growers. This study aimed to carry out detection
tests based on PCR (polymerase chain reaction) and specific
hybridization on suspected samples collected in the S&o Paulo State,
Brazil. A total of 46 sampleswith symptomsresembling those caused
by the TYLC complex were collected in Campinas county. All
samples were negative for the detection of Tomato yellow leaf curl
virus and Tomato yellow leaf curl Sardinia virus, the two most
important virus from the TYLC complex. This result suggested that
the two species have not yet been introduced in Brazil or that they
are not widespread.

Keywords: Lycopersicon esculentum, geminivirus, TYLCV,
TYLCSV.
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doenca do tomato yellow leaf curl

(TYLC) é devastadora em regifes
tropicais e subtropicais (Polston et al.,
1999) do mundo e é causada por um
complexo de virus do género
Begomovirus (familia Geminiviridae).
Os sintomas da doenca consistem de
enrolamento para cimadas margens dos
foliolos, reducédo da area foliar,
amarelecimento  dos  foliolos,
abortamento de flores e enfezamento da
planta (Figura 1). Dentre as oito espé-
ciesdocomplexo TYLC, o Tomato yellow
leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) e
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV,
anteriormente conhecido como TYLCV-
Is, Figura 1) sfo as espécies mais disse-
minadas no mundo (Czosnec e L aterrot,
1997; Navas-Cadtillo et al., 1997; 1999).
Os sintomas causados por estas duas
espécies e pelas demais do complexo
TYLC sfo semelhantes entre s e a di-
ferenciac@o ndo pode ser feita pela
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sintomatologia. As duas espécies sdo
monopartidas, ou sgja sdo constituidas
por apenas um Unico tipo de DNA nasua
composi¢do gendmica. Os begomovirus
bipartidos sdo congtituidos por duas es-
pécies de DNA, denominados A e B, e
estéo largamente disseminados em toma:
teiros no Brasil (Ambrozevicius et al.,
2002; Ribeiro et al., 2003).

NaAmérica Central, apés aintrodu-
¢80 do TYLCV estevirustornou-se pre-
dominante e responsavel por imensas
perdas em tomateiro, mesmo com apre-
senca anterior das espécies bipartidas
(Maxwell, 2002). Visando verificar a
possivel ocorrénciadessas duas espécies
de virus no estado de S&o Paulo, uma
busca por begomovirus monopartidos
das espécies TYLCSV e TYLCV foi
feita em sete campos em municipios
produtores de tomate proximos a cida-
dede Campinas, umagranderegido pro-
dutora de tomate de mesa. Quarenta e

Seis amostras mostrando sintomas mui-
to similares aos causados pelo comple-
X0 TYLC (amarelecimento e
enrolamento severo de folhas e
epinastia) foram cuidadosamente
selecionadas e verificada a presenca de
begomovirus via testes moleculares:
hibridizacdo de DNA e reagéo de
polimerase em cadeia (PCR).

Todas as plantasforam avaliadas por
hibridizacdo utilizando trés sondas se-
paradamente. A primeira sonda,
marcada radioativamente (Ready to go,
Amersham Biosciences), foi constitui-
da de fragmentos de DNA de
begomovirus bipartidos, incluindo are-
gido amino-terminal do gene da protei-
narep, aregido intergénica completa e
a porcdo amino-terminal da capa
protéica. A segunda sonda foi dirigida
para aregido intergénicade TYLCV, e
atercelrasondaparaaregido intergénica
de TYLCSV. Ambas as sondas para
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Figura 1. Tomateiro infectado com Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) mostrando enrolamento
para cima das margens dos foliolos e reducéo da érea foliar. Espanha, CSCl, 2004.

TYLC foram marcadas com
digoxigenina (DIG-dUTP, Roche) e
visualizadas por quimioluminescéncia
(ECL, Amersham Biosciences).

Exceto os controles positivos que
mostraram reagcdo esperada, nenhuma
das 46 amostras coletadas em S&o Pau-
lo reagiu positivamente com as sondas
especificas para TYLCV e TYLCSV.
Vinte e sete das 46 amostras e 0s con-
troles positivosde TYLCV e TYLCSV
reagiram positivamente com a sonda de
begomovirusbipartido. Estesresultados
mostraram que as sondas utilizadas para
as espécies bipartidas detectaram ambos
0S begomovirus monopartidos e
bipartidos e que as sondas para virus
monopartidos foram especificas.

Com a finalidade de confirmar os
resultados obtidos por hibridizacdo, sete
amostras de folhas (quatro positivas e
trés negativas) foram selecionadas e
avaliadas pela técnica de PCR. A PCR
foi conduzida com extrac&o total de
DNA utilizando oligonucl eotideos espe-
cificosparaaregido intergénica(Navas-
Castillo et al., 1999) de TYLCV e
TYLCSV e paraaregido conservada da
capa protéica de geminivirus (Accotto
et al., 2000). Os resultados mostraram
gue somente os controles positivos de
TYLCV e TYLCSV (plasmideos ndo
infectivos contendo o genoma de cada
virus) resultaram em amplificacdo de
produto especifico daPCR utilizando os
oligonucleotideos para a regido
intergénica de ambas as espécies de
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TYLC. Quando a regido da capa
protéica foi o avo na PCR, as quatro
amostras foram positivas resultando na
amplificacdo esperada. Asrestantestrés
amostras de folhas néo reagiram positi-
vamente tanto na hibridizac&o como na
PCR. Os begomovirus bipartidos e as
duas espécies de TYLCV reagiram po-
sitivamente por este méodo indicando
gue os oligonucleotideos direcionadas
a capa protéica podem ser usados para
amplificar ambos os begomovirusmono
e bipartidos.

Os resultados obtidos indicam que as
expéciesTYLCV eTYLCSV ndo estavam
presentes em plantas de tomate com sinto-
mas semel hantes aos causados por esses
virus em outros paises. Apesar do levanta:
mento ter Sdo redirito somente aos muni-
cipiosprodutoresdetomate circunvizinhos
acidade de Campinas, os resultados suge-
rem queossntomasdotipo TYLC emto-
mate ndo sfo indicativos da presenca des-
sas espécies de begomovirus nas nossas
condi¢Bes. Os oligonuclectideos especifi-
cosparaaregido intergénicade TYLCV e
TYLCSV em nenhuma amostra exceto
para os controles positivos amplificaram
fragmentos de DNA esperados. Porém,
quando oligonucleotideos eram
direcionados a capa protéica na PCR, os
isoladosbipartidosemonopartidosdasduas
espécies puderam ser amplificados.

Osresultados aqui apresentados for-
temente sugerem que as espécies
TYLCV e TYLCSV sdo pragas exoti-
cas no Brasil e que a metodologia utili-

zando sondas ou mesmo a PCR sdo ade-
guadas para determinar a presenca des-
ses virus. Um grande esforgo deve ser
empreendido no sentido de se evitar a
entrada de mudas ou moscas-brancas
infectadas e constantemente monitorar
aintroducdo desta doenca. Neste senti-
do, a Embrapa Hortaligas esta prepara-
da para avaliar 0s materiais suspeitos.
A descoberta de um foco da doenca em
area ainda restrita pode permitir a
erradicacdo do patdgeno e evitar a sua
disseminagéo incontrolavel da doenca.
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