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Tokom 2006. godine prikupljeno je 262 uzorka, sa 22 lokaliteta, koji su grupisani po
tipu simptoma: simptom tipa A: tamno zeleno obrubljivanje nerava; simptom tipa B: mozaik
u vidu hloroti¢nih i zelenih povrsina, sa blagom naborano$éu; simtom tipa C: mozaik u vidu
zelenih i zuc¢kastih razlivenih povrsina i simptom tipa D: tamno zelena klobucavost listova.

Seroloska identifikacija virusa izvrSena je DAS ELISA testom uz kori$¢enje
komercijalnog seta antiseruma virusa BCMV, kompanije LOEWE Biochemica GmbH,
Nemacka. BCMV konstatovan je u 35% testiranih biljaka. Najveéi broj zarazenih biljaka
zabelezena je u Conoplji (66%) a najéeséi tip simptoma bio je tip simptoma B.

Odabrani izolati testirani su RT-PCR metodom. Svaki uzorak testiran je sa Cetiri seta
BCMYV specifi¢nih prajmera. PCR reakcijom, dobijanjem specifi¢nih fragmenata odredenih
baznih parova potvrdila se determinacija virusa BCMYV, kao i pripadnost ovog virusa familiji
Potyviridae. Sa setom prajmera specifiénim za sojeve Russian i NL-3D dokazalo se da
determinisani virusi ne pripadaju pomenutim sojevima.

Kljucne reci: virus obi¢nog mozaika pasulja, ELISA test, RT-PCR.

UvVOD

Virus obi¢nog mozaika pasulja pripada rodu Potyvirus, familiji Potyviridae.
Rasprostranjen je Sirom sveta, kao patogen pasulja, na kome izazitva simpto-
me na listovima, u vidu deformacija, bledog zelenila sa tamnim povrSinama duz
nerava. Virus se odrZava 1 prenosi zaraZzenim semenom a intenzitet ovakvog
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prenosenja je vrlo visok 1 iznosi do 80% (Mijatovi€ i sar., 2007). Takode, prenosi
se 1 mehanickom inokulacijom, polenom i vasima. Vasi koje predstavljaju glavne
vektore virusa pripadaju familiji Aphididae, medu kojima su najznacajnije vrste:
Acyrthosiphon pisum, Aphis craccivora, A fabae i Myzus persicae (Sutié, 1995).

U otkrivanju i identifikaciji virusa obi¢nog mozaika pasulja, seroloska meto-
da ELISA (Saizisar., 1995, Ruiz i sar., 1998, Chiumia i Msuku, 2001, Gilbertson
i sar., 2002), kao 1 molekularne metode (Xu i Hampton, 1996, Saiz i sar., 1995,
Chen i sar., 2001, Larsen i sar., 2005), su nasle svoju primenu u svetu, a ovim
radom i kod nas.

MATERIJAL I METOD
Prikupljanje uzoraka

Uzorci listova pasulja koji su po simptomima ukazivali na virusnu priro-
du oboljenja prikupljeni su sa razlicitih lokaliteta na podrucju Vojvodine tokom
2006. godine. Prikupljeno je 262 uzoraka iz 22 lokaliteta tokom juna i jula me-
seca. U zavisnosti od tipa simptoma, listovi su podeljeni u Cetiri grupe: tamno
zeleno obrubljivanje nerava (tip simptoma A) (sl.1), mozaik u vidu hloroti¢nih i
zelenih povrsina, sa blagom naboranos¢u (tip simptoma B) (sl. 2), mozaik u vidu
zelenih 1 Zuckastih razlivenih povrSina (tip simptoma C) (sl. 3) 1 tamno zelena
klobucavost listova (tip simptoma D) (sl. 4).

Analiza prikupljenih uzoraka putem ELISA testa
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Analize su radjene na polistirenskim plo¢ama sa 96 mikrotitarskih bazena
(Nunc-96), primenom komercijalnog seta antiseruma virusa BCMV, kompanije
LOEWE Biochemica GmbH, Nemacka. Set antiseruma sastoji se od IgG antitela,
konjugovanog IgG antitela sa enzimom fosfatazom, pozitivne i negativne kontro-
le. Rezultati ELISA testa oCitavani su na Multiskan Ascent automatskom c¢itacu,
na talasnoj duzini od 405 nm. DAS ELISA test je izveden prema standardnom
protokolu za ovu serolosku metodu (Clark i Adams, 1977), a prema uputstvu
proizvodaca antitela.

Detekcija BCMV RT-PCR metodom
Odabrani izolati: izolat 37 (Zrenjanin), izolat 50 (Titel), izolat 262 (Kovilj)

testirani su metodom reverzne transkripcije i lancane reakcije polimeraze (RT-PCR
— Reverse Transcription and Polymerase Chain Reaction). Svaki uzorak testiran je
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SIL. 1-4 — Virus obi¢nog mozaika pasulja. Tip simptoma A (SI. 1); tip simptoma B (SI. 2);
tip simptoma C (SI. 3) i tip simptoma D (SI. 4);

Fig. 1-4 — Bean common mosaic virus. Symptom type A (Fig. 1); symptom type B (Fig.
2); symptom type C (Fig. 3) and symptom type D (Fig. 4);

sa Cetiri seta BCMYV specifi¢nih prajmera: Dbcmv i Ubemv (Xu 1 Hampton, 1996);
X 1Y (Chenisar., 2001); RUIfi RUIr; NL3Df i NL3Dr (Larsen i sar., 2005).

Ekstrakcija ukupnih RNK

Za ekstrakciju ukupnih RNK koris¢en je RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN,
SAD) koji je pogodan za izolaciju RNK iz male koli¢ine pocetnog biljnog mate-
rijala. Ekstrakcija je uradena po proceduri koju preporucuje proizvodac.

Reverzna transkripcija i lancana reakcija polimeraze (RT-PCR)

Reverzna transkripcija i lan¢ana reakcija polimeraze su uradene koris¢enjem
OneStep RT-PCR Kit-a (QIAGEN, SAD) kojim se ove reakcije izvode jedna za
drugom u istoj PCR tubici. Sprovedene su cetiri RT-PCR reakcije sa setovima
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prajmera koji umnoZzavaju fragmente cDNK od 1456, 1700, 7101 714 bp locirane
na razli¢itim delovima genoma BCMYV (tab. 1), RT-PCR reakcije odigravale su se
po odgovaraju¢em programu (tab.2).

Tabela 1 — Sekvence koriSé¢enih prajmera sa veli¢inom baznih parova.

Table 1 — Used sequence for a primer with the size of base pairs

Prajmer Sekvenca 5'-3' Veli¢ina baznih
Primer Sequence 5'-3' Base pair size
Dbcmv ACCACGCTGCAGCTAAAGAGAACA 1456
Ubcmv AATCTAGATGATATCATACTCTCTA
X GTTTTCCCAGTCACGATTTTTTTTTTTTTTT 1700
Y GGNAAYAAYAGYGGNCARCC
RUI1f CACCGTGCCACTTGTATG 710
RUIr GCCGATGTATTCCTTCTG
NL3Df CCATTGCTGCTGAGATTC 714
NL3Dr AGTTCACCGTGAGATGTC

Tabela 2 — Programi po kojima su radene RT-PCR reakcije.
Table 2 — Programs are made by RT-PCR reactions.

Dbcmyv, XY RUI1f, RUIr,
Ubcmv ’ NL3Df, NL3Dr
Reverzna transkripcija 30 min 50°C 30 min 50°C 0 min 50°C
Reverse transcription
Pocetni korak aktivacije ) o . o . o
Initial PCR activation step 15 min 95°C 15 min 95°C 15min 95°C
Ciklusi
Reaction cycles 35 30 30
Denaturacija 1 min 94°C 30 s 94°C 30 s 94°C
Denaturation
Vezivanje prajmera 1 min 37°C 1 min 47°C 30 s 58°C
Annealing
Ekstenzija | min 72°C 2 min 72°C 305 72°C
Extension
Finalna ekstenzija 10 min 72°C 10 min 72°C 7 min 72°C

Final extension
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Analiza PCR proizvoda

PCR produkti su analizirani elektroforezom u 5% poliakrilamidnom gelu
na 150 V tokom 2,5 sata 1 bojenjem srebro-nitratom po metodi Schumacher i
sar. (1986). Uzorci su pripremljeni od 3ul boje (10x DNA Gel Loading Buffer,
Eppendorf, Nemacka) i 10 ul PCR proizvoda. Pri svakoj elektroforezi koris¢en je
marker 100 bp DNA Ladder (Ge Healthcare, SAD).

Umnozeni fragmenti cDNK su nakon bojenja posmatrani na transiluminato-
ru (Hoefer Macrovue transilluminator, Amersham Biosciences, SAD).

REZULTATI
Rezultati seroloske identifikacije virusa putem ELISA testa

Rezultati testiranja biljaka pasulja iz razlicitih lokaliteta Vojvodine u 2006,
ukazuju da je pomenuti virus bio prisutan u vecini lokaliteta, i to ukupno u 35%
od ukupnog broja uzoraka sa simptomima oboljenja. Od ukupno 22 lokaliteta
BCMV nije konstatovan u 6, i to u: Zablju, Bakom Brestovcu, Gajdobri, Bedeju,
Backom Gradistu i Sremskoj Mitrovici. U lokalitetima u kojima je dokazano pri-
sustvo ovog virusa, moglo se zapaziti da je bio prisutan u velikom broju uzoraka
u odnosu na prikupljeni broj. Najveci broj zarazenih biljaka pomenutim virusom
konstatovan je u Conoplji, kod 19 uzoraka (66%) od ukupno 29 prikupljenih iz
tog lokaliteta, kao 1 u Kovilju gde je utvrdeno 18 biljaka (90%) zarazenih viru-
som BCMV od ukupno 20 prikupljenih uzoraka. Sto se ti¢e ostalih lokaliteta broj
zarazenih uzoraka ovim virusom bio je neSto manji, kao na primer u oglednom
polju na Rimskim San¢evima gde je od ukupno 35 prikupljenih uzoraka bilo
zaraZeno 9 biljaka, dok je u Zarkoveu od ukupno 12 prikupljenih uzoraka konsta-
tovano prisustvo virusa BCMV na 8 biljaka. U Titelu je od ukupno 8 ispitivanih
uzoraka na 6 je konstatovano prisustvo ovog virusa. U ostalim lokalitetima broj
zarazenih biljaka virusom BCMYV bio je znatno manji (tab.3).

Od ukupnog broja zaraZenih biljaka virusim obi¢nog mozaka pasulja,
najvedi procenat su uzorci sa tipom simptoma B (36%), zatim sa tipom simptoma
C (35%), tipom simptoma A (29%), dok uzorci sa tipom simptoma D nisu bili
zarazeni BCMV.



20 Dragana Petrovic i sar.

Tabela 3 — Zastupljenost BCMV u ispitivanim lokalitetima.
Table 3 — Presence and distribution of BCMYV in the investigated localities.

Lokalitet Broj uzoraka Zarazene biljake — Infected plants

Location No of samples Broj — Number %
Rimski Sancevi 35 9 26
Zabalj 8 0 0
Ka¢ 10 4 40
Durdevo 9 3 33
Backi Brestovac 15 0 0
Stepanovicevo 10 1 10
Cicovi 7 2 29
Crvenka 13 3 23
Kovilj 20 18 90
Conoplja 29 19 66
Lali¢ 12 3 25
Gajdobra 6 0 0
Backi Jarak 15 3 20
Becej 5 0 0
Backo Gradiste 6 0 0
Zrenjanin 10 4 40
Kikinda 9 6 66
Titel 8 6 75
Pancevo 5 1 20
Indija 11 1 9
Zarkovac 12 8 67
Sremska Mitrovica 7 0 0
Ukupno — Total 262 91 35

Rezultati PCR reakcije

PCR reakcijom prajmera Dbecmv i Ubcmv dobijen je specifi¢ni fragment
od 1456 bp sto potvrduje prisustvo BCMV u testiranim uzorcima (sl. 5). U PCR
reakciji prajmera X i Y dobijen je fragment od 1700 bp (sl. 6). Kori§¢enjem
prajmera RU1f, RU1r 1 NL-3Dr, NL-3Df nije dobijena pozitivna reakcija te-
stiranih uzoraka (sl. 7), $to ukazuje da ispitivani izolati ne pripadaju Russian i
NL-3D soju.
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Sl. 5-7 — Molekularna reakcija izolata BCMV sa parom prajmera Dbcmv/Ubcmv (M =
marker, K = negativna kontrola, 1 = uzorak 37, 2 = uzorak 50, 3 = uzorak 262) (Sl. 5);
Molekularna reakcija izolata BCMV sa parom prajmera X/Y (M = marker, K = negativna
kontrola, 1= uzorak 37, 2= uzorak 50, 3= uzorak 262) (Sl. 6) i Elektroforetska analiza
PCR proizvoda u reakcijama sa prajmerima RU1fi RUIr (1, 2, 3) i NL-3Dr i NL-3Df (1°,
2’1 3”) (M = marker, K = negativna kontrola, 1 i 1° =uzorak 37, 212’ = uzorak 50,313’
= uzorak 262) (Sl. 7)

Fig. 5-7 — Molecular reactions of BCMYV isolates with primer pairs Dbcmv/Ubcmv (M
= marker, K = negative control, 1 = sample 37, 2 = sample 50, 3 = sample 262) (Fig. 5);
Molecular reactions of BCMV isolates with primer pairs X/Y (M = marker, K = negati-
ve control, 1 = sample 37, 2 = sample 50, 3 = sample 262) (Fig. 6) and Electrophoretic
analysis of PCR products in reaction with primers RU1f i RUlr and NL-3Dr i NL-3Df
(M = marker, K = negative control, 1 and 1’ = sample 37, 2 and 2’ = sample 50, 3 and 3’
= sample 262) (Fig. 7)

DISKUSIJA

Analiza dobijenih rezultata iz prikpljenih uzoraka pokazuje da od ukupno
prikupljenih 262 uzoraka listova pasulja, u 91 uzoraka (35%) je utvrden BCMV.
Uporedujuéi nase rezultate ispitivanja sa rezultatima istrazivanja nekih autora,
moze se zakljuciti da postoji podudarnost u dobijenim rezultatima. Sdiz i sar.,
1995. godine su ispitivanjem prisustva virusa pasulja iz 11 regiona Spanije, u
periodu od 1989 do 1993. godine, zakljucili da je BCMV dominantniji od ostalih
virusa na pasulju, od ukupnog broja testiranih biljaka BCMYV bio je zastupljen u
56%. Takode, Ruiz i sar., su 1998. godine vrsili ispitivanja prisustva istog virusa
u tri regiona Baskije u Spaniji, gde je utvrdeno da ispitivani virus nije bio prisutan
samo u jednom lokalitetu dok u ostalim jeste i to u visokom procentu, §to nam
takode govori o visokoj rasprostranjenosti ispitivanih virusa.

Rezultati RT-PCR reakcija potvrduju rezultate ELISA testa i pokazuju da se
ova metoda moze uspes$no primeniti u detekciji BCMV. Kri$¢enjem specificnih
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prajmera dokazano je da virusi prisutni u ispitivanim uzorcima pripadaju familiji
Potyviridae (Chen, isar., 2001) i vrstit BCMV (Xu i Hampton, 1996). Koris¢enjem
soj specificnih prajmera dokazano je da nasi izolati ne pripadaju navedenim
sojevima (Larsen i sar., 2005) i1 ukazuju na znatnu genetsku varijabilnost izolata
BCMYV u ciljanom regionu genoma.
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SUMMARY

Our investigation was aimed towards determination of the presence and di-
stribution of economically the most harmful bean virus in Vojvodina in 2006
(Bean common mosaic virus). Some 262 samples from Vojvodina grouped accor-
ding to symptom types were collected during 2006: type A symptom: dark green
nerves edgings; type B symptom: mosaic in the form of chlorotic and green areas
slightly wrinkled; type C symptom mosaic in the form of green and yellowish
smeared areas, and type D symptom: dark green cap shaped leaves.

Viruses were identified using DAS ELISA test according to the instructuions
given by the antiserum producer (LOEWE Biochemica GmbH, Germany). On
the basis of the obtained results it was concluded that BCMV virus was found in
35% of tested plants. The greatest plant infection was found in Conoplja (66%),
and the most common symptom type was B.

Chosen bean leaf samples were tested using method of reverse transcrip-
tion and polymerase chain reaction (RT — Reverse Transcription and Polymerase
Chain Reaction). Four sets of BCMV specific primers were used for each sample
testing. Determination of BCMV virus as a member of Potyviridae tamily was
comfired by PCR reaction, and by obtaining specific fragments of certain basic
pairs. Set of primers specific for Russian and NL-3D strains were used to prove
that determined viruses did not belong to the above mentiond strains.

Key words: bean common mosaic virus, ELISA test, RT-PCR.
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