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REZIME

Trogodisnjim proucavanjima pojave i rasprostranjenosti virusa u usevu duvana u Srbi-
ji utvrdeno je da se virus mozaika lucerke (Alfalfa mosaic virus, AMV) javlja svake godine sa
razli¢citom ucestalosc¢u. Prisustvo AMV ustanovljeno je u najve¢em broju testiranih uzora-
ka (58,82%) tokom 2008. godine kada je bio drugi po zastupljenosti u odnosu na sve osta-
le viruse cije je prisustvo utvrdeno u Srbiji. AMV je detektovan u znatno nizem procentu
2006. (2,80%) i 2007. godine (13,64%). Tokom ovih istraZivanja virus mozaika lucerke ¢esce
je bio prisutan u mesanim infekcijama sa dva, tri ili ¢ak Cetiri detektovana virusa. Prisustvo
pojedinac¢ne zaraze utvrdeno je samo 2006. godine u jednom usevu duvana na lokalite-
tu Futog. U toku ovih istraZivanja razvijen je i optimiziran brz i precizan protokol za mole-
kularnu detekciju AMV u lis¢u duvana primenom specifi¢nih prajmera CPAMV1/CPAMV2
i komercijalnih kitova za ekstrakciju ukupnih RNK i RT-PCR (reverzna transkripcija prace-
na lan¢anom reakcijom polimeraze). Koris¢enjem ovih prajmera, koji omogucavaju umno-
Zavanje gena za protein omotaca, umnoZzen je fragment duzine 751 bp, sekvencioniran i
uporeden sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka. Dobijena sekvenca izolata
196-08 (GenBank Acc. No. FJ527749) pokazala je 99-93% nukleotidne identi¢nosti sa izolati-
ma AMV iz drugih delova sveta. Filogenetske analize 27 izolata, na osnovu 528 bp sekven-
ce gena za protein omotaca, nisu ukazale na korelaciju sa geografskim poreklom izolata
ili bilikom domacinom, a pokazale su grupisanje izolata u Cetiri molekularne grupe soje-
va. Izolat AMV iz duvana iz Srbije pripada grupi IV, koja obuhvata vecinu izolata odabranih
za filogenetsku analizu.

Kljucne reci: Duvan; virus mozaika lucerke; ucestalost pojave; molekularna detekcija; ge-
neticki diverzitet; filogenetska analiza
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uvoD

Tako suu javnosti stalno prisutna upozorenja o Stet-
nom uticaju nikotina na ljudsko zdravlje, sa ekonom-
skog aspekta duvan je i dalje jedna od najvaznijih ga-
jenih biljaka ¢ija proizvodnja nastavlja da se $iri. U St-
biji proizvodnja duvana za industrijsku preradu i kori-
$¢enje ima veoma dugu tradiciju jo§ iz druge polovine
19. veka, kada su i osnovane prve radionice za otkup i
primarnu preradu duvana. Gotovo celokupna domacéa
proizvodnja duvana odvija se na individualnim pose-
dima §to ovoj grani daje specifi¢an ekonomsko-socijal-
ni zna¢aj. Gajenje duvana tradicionalno je prisutno u
nedovoljno razvijenim regionima, posebno na jugu ze-
mlje, mada je poslednjih godina sve prisutnije plantaz-
no gajenje visokorodnih, $irokolisnih i kvalitetnijih sor-
ti duvana u ravni¢arskim podru¢jima Vojvodine i Ma-
¢ve. Proizvodnju duvana u Srbiji karakteriSe zna¢ajna
proizvodnja na usitnjenim parcelama, sa specifi¢nom
mikroklimom, kvalitetom zemlji$ta, niskim nivoom
tehnicko-tehnoloske opremljenosti i primene savreme-
ne agrotchnike (Berenji i Sikora, 2002). Povriine nako-
jima se duvan gaji u Srbiji procenjuju se na oko 6103 ha
sa ukupnim prinosom od 9847 t godisnje (FAO, 2009).
Mada, zbogvrlo povoljnih zemljisnih i klimatskih uslo-
va, postoje uslovi za uspe$no gajenje vi$e razliditih tipo-
va duvana u domacoj proizvodnji gaje se tri tipa, a do-
miniraju dva: virdZinija koja u ukupnoj domacoj proi-
zvodnji uestvuje sa 75% i berlej 20%, dok orijentalni
duvan ¢ini samo 5%.

Na duvanu, $tete u pogledu smanjenja prinosa i kva-
liteta, mogu da izazovu razliditi fitopatogeni organiz-
mi, ali podaci u svetu ukazuju na ¢injenicu da virusi
izazivaju najbrojnija i najdestruktivnija oboljenja du-
vana (Sievert, 1978; Latorre i sar., 1982; Latorre i sar.,
1984; Gooding, 1991; Herbers i sar., 2000; Williams-
Woodward, 2000). Stete izazvane fitopatogenim vi-
rusima zabeleZene su u svim regionima gajenja duva-
nau svetu (Herbersi sar., 2000; Williams-Woodward,
2000; Mayunga i Kapooria, 2003), a najznacajniji efek-
ti virusnih zaraza ogledaju se kroz smanjenje porasta,
izrazenu krzljavost, deformacije i smanjenje lisne po-
vriine, §to direktno dovodi do smanjenja prinosa. Du-
van je prirodni domacéin preko 20 i eksperimentalni vi-
$e od 100 virusa, ali se mnogi od njih javljaju sporadi¢-
no, ne izazivajuéi zna¢ajne gubitke u proizvodnji (Go-
oding, 1991). U veéini proizvodnih podru¢ja, najzna-
¢ajnijim virusima duvana smatraju se virusi koji se na
neperzistentan nadin prenose vasima, kao $to su virus
crti¢astog mozaika krompira (Pozato virus Y,PVY), vi-
rus mozaika krastavca (Cucumber mosaic virus, CMV)
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i virus mozaika lucerke (Alfalfa mosaic virus, AMV),
zatim virus koji se prenosi tripsima — virus bronzavosti
paradajza (Tomato spotted wilt virus, TSWV) i nemato-
dama, kao $to je virus prstenaste pegavosti duvana (7o-
bacco ringspot virus, TRSV) (Gooding, 1991; Mayunga
i Kaporia, 2003; Chatzivassiliou i sar., 2004).

Podaci o prisustvu i ulestalosti pojave virusa u use-
vima duvana $irom sveta govore da je AMV stalno pri-
sutan, a pojedinih godina u visokom procentu, §to mo-
Ze znatajno ugroziti uspe$nu proizvodnju (Mayunga i
Kaporia, 2003; Chatzivassiliou i sar.,2004). Virus mo-
zaika lucerke u Srbiji detektovan je 60-ih godina pros-
log veka kao prouzrokova¢ oboljenja lucerke (Babovi,
1965, 1968). Noviji podaci o AMV u na3oj zemlji, pre
svega o prisustvu i rasprostranjenosti, alii prvi podaci
o molekularno identifikovanim i okarakterisanim izo-
latima, potiéu iz prou(:avanja ovog virusa na paradaj—
zu (Krsti¢ i sar., 2007), paprici (Tomié i sar., 2007; Kr-
sti¢ i Bulaji¢, 2008; Petrovié i sar., 2010) i lucerki (Bu-
laji¢ i sar., 2010).

Virus mozaika lucerke predstavnik je roda Alfamo-
virus, familije Bromoviridae i za sada je klasifikovan
kao jedini ¢lan ovog roda biljnih virusa. Ispoljava veli-
ku sli¢nost sa virusima iz rodova Iarvirus, Cucumovi-
rus i Bromovirus koji takode imaju viSedelni genom i svi
za zapocinjanje infekcije zahtevaju prisustvo CP (coaz
protein, protein omotaca) (Bol, 2010). Prvi put otkri-
ven je 1931. godine u Americi, kao prouzrokova¢ obo-
ljenja lucerke (Bos i Jaspars, 1971), po ¢emu je i dobio
ime. Od tada, AMV se prosirio u mnoge delove sveta i
odgovoran je za brojne epidemije kako u pojedina¢noj
tako i me$anoj infekciji sa drugim virusima razlicitih
useva $irom sveta (Jaspars i Bos, 1980; Hull, 2009; Bol,
2010). Ustanovljeno je da prirodnom krugu domadina
ovog virusa pripada oko 150 vrsta jednogodisnjih i vi-
$egodisnjih biljaka iz 22 familije, a u eksperimentalnim
uslovima virus zarazava preko 600 biljnih vrstaiz 70 fa-
milija dikotiledonih biljaka. Ve¢ina biljaka domadina
pripada familijama Fabaceae, Solanaceae i Asteraceae
(Hull, 2009; Bol, 2010).

Iako AMYV pripada grupi ekonomski vaznih viru-
sa duvana, o njegovom prisustvu, rasprostranjeno-
sti 1 u¢estalosti u Srbiji nema mnogo podataka. Ci-
ljevi ovog rada bili su da se: (i) ispita zastupljenost
AMYV na vaznijim lokalitetima gajenja duvana u Sr-
ti detekcije kroz razvoj protokola za molekularnu de-
tekciju AMV u prirodno zarazenim biljkama duva-
na; (iii) utvrdi geneti¢ka scrukeura populacije ovog vi-
rusa kroz odredivanje stope geneti¢kog diverziteta u
odnosu na izolate ovog virusa poreklom iz razli¢itih
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delova sveta, kao i (iv) rekonstruise filogenetsko sta-
blo i odredi mesto izolata iz duvana poreklom iz Srbi-

je u populaciji AMV u svetu.

MATERUAL | METODE

Sakupljanje uzoraka duvana

Utvrdivanje rasprostranjenosti i uéestalosti poja-
ve AMV u usevu duvana u periodu 2006-2008. go-
dine obuhvatilo je pregled veceg broja lokaliteta ga-
jenja duvana u Vojvodini, centralnoj i juznoj Srbiji.
U opseznim ispitivanjima koja su obuhvatila najzna-
¢ajnija proizvodna prodrudja gajenja duvana u Srbi-
ji, ukupno su sakupljena i analizirana 303 uzorka bi-
ljaka duvana.

Tokom 2006. godine sakupljeno je ukupno 107 uzo-
raka duvana tipa virdZinija sa simptomima virusnih
oboljenja. Pregled useva i prikupljanje uzoraka obav-
ljeno je na sedam lokaliteta gajenja duvana, i to: Fu-
tog, Kuzmin, Hrtkovci, Badinci, Kukujevci, Golubin-
ciiBeska.

Pregled prisustva virusnih zaraza na duvanu tipa ber-
lej i virdzinija 2007. godine obavljen je na deset razli-
¢itih lokaliteta u Srbiji. Na tri lokaliteta, Ba¢ki Petro-
vac, Futog i Mladenovac, gde je usev duvana bio sa vi-
sokim intenzitetom zaraze, sakupljen je odredeni broj
uzoraka sa izraZzenim simptomima virusnih zaraza. Na
drugim pregledanim lokalitetima, Golubinci, Bingula,
Hrtkovci, Sremska Mitrovica, Bogati¢, Morovi¢ i Zre-
njanin nije bilo simptoma koji bi upudivali na virusnu
infekciju, te su prikupljene biljke koje su imale promene
opstegizgleda, smanjen porast ili hlorozu lij¢a. Za dalju
analizu sakupljena su ukupno 132 uzorka.

U 2008. godini na prisustvo virusnih zaraza pregle-
dani su usevi duvana na lokalitetima Lapotince i Din-
dusaisakupljena su ukupno 64 uzorka. Uzorci su obu-
hvatili biljke duvana tipa virdZinija sa simptomima vi-
rusnih zaraza.

Seroloske analize

Za detekciju virusa u usevu duvana kori$éena je di-
rektna imunoenzimska metoda na plo¢i po protoko-
lu koju su opisali Clark i Adams (1977) i prema uput-
stvu proizvodaca komercijalnih dijagnosti¢kih ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) kitova. U cilju
utvrdivanja ulestalosti pojedina¢nih i mesanih infek-
cija u koje je AMV ukljuéen, sakupljeni uzorci duvana
testirani su kori§¢enjem DAS-ELISA (double antibody

sandwich enzyme-linked immunosorbent assay) meto-
de primenom poliklonalnih antitela specifi¢nih za de-
tekciju Sest najznadajnijih virusa duvana, TSWV, PVY,
CMV, TMV i AMYV (Loewe Biochemica GmbH, Ger-
many) i TRSV (Neogen Europe Ltd-Adgen Phytodia-
gnostic, Scotland, UK). Specifi¢na poliklonalna antite-
laipoliklonalna antitela konjugovana sa alkalnom fos-
fatazom kori$¢ena su u razredenju 1:200 u odgovaraju-
¢em puferu, osim za TRSV kada su antitela kori$¢enau
razredenju 1:500, a konjugovana antitela 1:4000. Uzor-
ci su pripremani homogenizacijom 1 gbiljnog materija-
lasa 5 ml ekstrakcionog pufera. Nakon dva ¢asa od do-
davanja supstrata p-nitrofenilfosfata, intenzitet boje-
ne reakcije ocitavan je spektrofotometrijski (Micropla-
te reader, DASstl, Italy), merenjem apsorpcije na tala-
snoj duzini od 405 nm. Pozitivhom reakcijom smatra-
ne su vrednosti apsorpcije dva i viSe puta vece od vred-
nosti apsorpcije negativne kontrole.

Molekularna detekcija i sekvencioniranje

Metoda reverzne transkripcije pra¢ena lan¢anom re-
akcijom polimeraze (reverse transcription — polymerase
chain reaction, RT-PCR) primenjena je u cilju moleku-
larne detekcije i identifikacije AMV i potvrde rezultata
dobijenih seroloskim analizama. Za ova ispitivanja oda-
bran je izolat 196-08 (Dindusa) ¢ija je detekeija i iden-
tifikacija obavljena DAS-ELISA testom. Kao pozitiv-
na kontrola kori$¢en je izolat ovog virusa, 403-10, po-
reklom iz lucerke, koji je prethodno okarakterisan i se-
kvencioniran (Krstié i sar., neobjavljeni podaci), koji je
odrzavan u biljkama V. zabacum cv. Samsun u kolekci-
ji biljnih virusa Katedre za fitopatologiju Poljoprivred-
nog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Izolacija ukupne RNK iz li§¢a prirodno zarazenih
biljaka duvana, kao i iz N. tabacum cv. Samsun u koji-
maje odrzavan izolat AMV poreklom iz lucerke, obav-
ljena je primenom RNeasy Plant Mini Kit-a (Qiagen,
Hilden, Germany), prema uputstvu proizvodada. Za
izolaciju ukupne RNK kori$éeno je 100 mgzamrznu-
tog li§¢a duvana izolata 196-08 ¢uvanog na -80°C, a
ukupna RNK izolata 403-10 kori$¢enog kao pozitiv-
na kontrola izolovana je iz svezeg biljnog materijala
biljaka duvana na kojima je izolat odrzavan. Detek-
cija AMV obavljena je umnozavanjem gena za prote-
in omotaca odabranog izolata AMV primenom One-
step RT-PCR kita (Qiagen, Hilden, Germany) koriée-
njem razli¢itih parova prajmera: AMV-F/AMV-R (Xu
i Nie, 2006), AMV-F2/AMV-R2 (Xu i Nie, 2006) i
CPAMV1/CPAMV?2 (Parrella i sar., 2000), prikaza-
nih u tabeli 1.
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Tabela 1. Prajmeri kori$¢eni za detekeiju virusa mozaika lucerke (Aifalfa mosaic virus)

Trostruki korak (temp./vreme) Veli¢ina
Prajmer Sekvenca (5* > 3") amplikona Literatura
Denaturacija  Elongacija Ekstenzija (bp)

AMV-F CCATCATGAGTT CTT CACAAAAG XuiNi
95°C/30s  58°C/30s 72°C/30s 351 5006

AMV-R  TCGTCA CGT CAT CAG TGA GAC

AMV-F2 ATCATGAGTTCTTCA CAAAAGAA XuiNi
95°C/30s  58°C/30s 72°C/30s 669 5006

AMV-R2 TCAATGACGATC AAGATC GTC

CPAMV1 TCCATCATGAGTTCTTCAC Parellai
95°C/60s  49°C/60s 72°C/120s 751 e

CPAMV2 AGGACTTCATACCTT GACC

2000

RT-PCR reakcije obavljane su u 25 pl zapremine
PCR smese, koja je sadrzala: S pl 5Sx Qiagen OneStep
RT-PCR pufera (koji sadrzi 12,5 mM MgCl,), 1 pul
dNTP Miks (400 uM finalne koncentracije svakog
dNTP), 1 pl Qiagen OneStep RT-PCR smese enzima
(koji sadrzi Omniscript reverznu transkriptazu, Sen-
siscript reverznu transkriptazu i HotStar 729 DNK
polimerazu), po 1,5 pl svakog prajmera finalne kon-
centracije 0,6 uM, 14 pl RNase-free vode i 1 pl izolo-
vane ukupne RNK. Negativnu kontrolu predstavljali
su svi reagensi potrebni za umnozavanje DNK, ali je
umesto 1 pl uzorka dodat 1 ul RNase-free vode. Re-
akcija je izvedena u Thermocycler-u (Biometra, UK)
primenom sledeéeg protokola: reverzna transkripci-
ja 30 min na 50°C; inicijalna denaturacija nuklein-
skih kiselina 15 min na 95°C; denaturacija, elongaci-
jaiekstenzija (35 ciklusa) odredeni vremenski period
na odredenim temperaturama preporu¢enim za svaki
od kori$¢enih prajmera (Tabela 1); finalna ekstenzija
72°C u trajanju od 10 min.

Dobijeni produkti su elektroforetski razdvojeni na
1% agaroznom gelu, obojeni u rastvoru etidijum-bro-
mida finalne koncentracije 0,5 pg/ml i vizualizova-
ni pod UV transiluminatorom. Pozitivnom reakci-
jom smatrana je pojava fragmenata ocekivane velidi-
ne, odredene poredenjem sa MassRuler™DNA lad-
der, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania)
markerom.

Umnozeni fragment izolata 196-08 dobijen korisée-
njem prajmera CPAMV1/CPAMYV?2, nakon preciscéa-
vanja pomoéu QIAquick PCR Purification Kit-a (Qi-
agen, Hilden, Germany) direktno je poslat na usluzno
sekvencioniranje u BMR Genomics (Padova, Italija).
Sekvencioniranje je obavljeno na ABI Prism 3700 au-
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tomatskom kapilarnom sekvencionatoru u oba smera
prajmerima koji su kori$¢eni u RT-PCR reakciji. Do-
bijene sekvence odabranog izolata AMV obradene su
u programu FinchTV Version 1.4.0., odredena je kon-
senzus sekvenca i podneta u National Center of Biote-
chnology Information (NCBI) banku podataka, po-
sle ¢ega joj je dodeljen pristupni broj (GenBank Acce-
ssion number).

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ana-
lizom i viSestrukim poredenjem dobijene sekvence sa
dostupnim sekvencama odgovarajuéeg regiona geno-
mavirusau GenBank bazi podataka (htep://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) pomoéu CLUSTAL /¥ progra-
ma (Thompson isar., 1994), obavljenaje potvrdaiden-
tifikacije dobijene sekvence. Za prora¢un nukleotid-
ne i aminokiselinske sli¢nosti na osnovu sekvence de-
la genoma odabranog izolata sa izolatima ovog virusa
iz drugih delova sveta, nakon trimovanja sekvenci na
duZinu najkrade sekvence, kao i za filogenetske analize
upotrebljen je softverski paket MEGA verzija 4.0. (Ta-
mura i sar., 2007). Analiza sekvenci obuhvatila je me-
dusobno poredenje sckvence CP gena dobijene u toku
ovog rada i 21 sekvence izolata podnetih u NCBI bazu
podataka (Tabela 2), od kojih su dve sekvence pokazi-
vale vi$e od 99% nukleotidne identi¢nosti, 18 vise od
98% i jedna najnizi procenat sli¢nosti od 93%. Filoge-
netsko stablo rekonstruisano je na osnovu 27 delimi¢-
nih sekvenci CP gena (Tabela 2), duzine 528 nukleoti-
da, kori$¢enjem Neighbor-Joining metode i bootstrap
analize sa 1000 ponavljanja. Prose¢ne vrednosti gene-
ticke udaljenosti unutar i izmedu geneti¢kih grupa izo-
lata koje su se izdvojile u filogenetskom stablu proracu-
nate su kori$¢enjem Kimura-2 parametra u okviru pro-

grama MEGA 4.0.
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Tabela 2. Sekvence CP gena izolata virusa mozaika lucerke (Alfalfa mosaic virus) koriséene za analizu nukleotidne
i aminokiselinske sli¢nosti sekvenci ili filogenetske analize

Izolat Geografsko poreklo Biljka domacin NCBI broj Literatura
196-08 Srbija Nicotiana tabacum FJ527749 Ova istrazivanja
403-10 Srbija Medicago sativa /* Nijje objavljeno
100-08 Srbija Syringa vulgaris EU925642 Nije objavljeno
VRU Velika Britanija Lupinus polyphyllus AF015716 Thole i sar.,1998
15/64 Velika Britanija Lupinus polyphyllus AF015717 Thole i sar.,1998

S Velika Britanija Medicago sativa X00819 Ravelonandro i sar., 1984
425 Medison SAD Trifolium repens K02703 Barker isar., 1983
425 Leiden SAD Trifolinm repens L00162 Koper-Zwarthoff i sar., 1977
YSMV SAD Medicago sativa M59241 Neeleman i sar., 1991
Joe Davis SAD Glycine max HQ185569 Fajolu i sar., 2010
NY-A 2002 SAD Medicago sativa AY340070 Shah i sar., 2006

/ SAD Phlox paniculata DQI124429 Holcomb i sar., 2006
126-A Italija Licopersicon esculentum AJ130704 Parrellaisar., 2000
195-AN Italija Portulaca oleracea AJ130705 Parrella i sar., 2000
F-430 Italija Phaseolus vulgaris AJ130706 Parrellaisar., 2000
Danza Italija Licopersicon esculentum Y09110 Finetti Sialer i sar., 1997
Lst Italija Lavandula stoechas FN667967 Parrella i sar., 2010
Lye-80 Francuska Licopersicon esculentum ~ AJ130703 Parrella i sar., 2000
Caa-1 Francuska Capsicum annuum AJ130707 Parrellaisar., 2000
Dac-16 Francuska Daucus carota AJ130708 Parrella i sar., 2000
Lyh-1 Francuska Solanum sp. AJ130709 Parrella i sar., 2000
Ca375 Kanada Solanum tuberosum DQ314749 Xu i Nie, 2006
Cal75 Kanada Solanum tuberosum DQ314750 Xu i Nie, 2006
Ca399 Kanada Solanum tuberosum DQ314751 Xu i Nie, 2006
Ca400 Kanada Solanum tuberosum DQ314752 Xu i Nie, 2006
Ca401 Kanada Solanum tuberosum DQ314753 XuiNie, 2006
Cas508 Kanada Solanum tuberosum DQ314754 Xu i Nie, 2006
Cas518 Kanada Solanum tuberosum DQ314755 Xu iNie, 2006
Cab16 Kanada Solanum tuberosum DQ314756 XuiNie, 2006

N20 Australija / AF332998 Jayasen i Randles, 2004
NZ1 Lincoln Novi Zeland Pisum sativum AF215663 Timmerman-Vaughan i sar., 2001
NZ34 Novi Zeland Pisum sativum AF215664 Timmerman-Vaughan i sar., 2001
KR1 Korea Solanum tuberosum AF294432 Nije objavljeno
KR2 Korea Solanum tuberosum AF294433 Nije objavljeno
No.14 Japan Solanum tuberosum AB451173 Nijje objavljeno

NZ Kina / HQ316637 Nije objavljeno

L / / K03542 Langereis i sar., 1986
048 / / V00048 Koper-Zwarthoff i sar., 1980
AMV-P Brazil Carica papaya FJ858264 Moreira i sar., 2010
AMV-A Brazil Medicago sativa FJ858265 Moreira i sar., 2010

/* - podatak nije dostupan
NCBI - National Center of Biotechnology Information
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REZULTATI

Simptomi u polju

Biljke u kojima je seroloskim analizama dokazano
prisustvo AMV u pojedina¢nim zarazama ispoljava-
le su simptome u vidu hloroti¢nih ili nekroti¢nih pe-
ga i hloroti¢nog prstenastog prosaravanja (Slika 1).
Pored toga, javljala se hloroza i hloroti¢no $arenilo
(Slika 2), zuti mozaik, zlatno zute $are i rede defor-
macije listova.

U slu¢aju mesane infekcije sa drugim virusima pri-
sutnim u usevu duvana kod nas, biljke su ispoljavale in-
tenzivnije simptome. Me$ana zaraza sa TSWV i TMV
ili sa TSWV, TMV i CMV ustanovljena je u biljkama
sa simptomima hrastolikog mozaika, hloroti¢nih pega i
$ara, nekroti¢nih $ara, mozaika i klobu¢avosti. Me$ana
zaraza sa TSWV uglavnom je dokazana u uzorcima sa
simptomima hloroti¢nih i nekroti¢nih pega i $ara, be-
licastih nekroza, kao i izrazenog hloroti¢nog $arenila i
mozaika. Prisustvo meSane zaraze sa PVY i CMV po-

red mozaika i hloroze, uslovilo je pojavu nekroze nera-
va, nekroti¢nih pega i nekroti¢nih zona koje zahvataju
ve¢u povrsinu lista.

Slika 1. AMV: hloroti¢ne prstenaste Sare
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Seroloska detekcija i u¢estalost pojave virusa
mozaika lucerke u usevu duvana

Ispitivanjem prisustva i rasprostranjenosti AMV, na se-
dam lokaliteta, tokom 2006. godine, virus je detektovan na
dvalokaliteta (Tabela 3). Nalokalitetu Futogbio je prisutan
u pojedina¢nim (8,33%), a na lokalitetu Hrtkovci u mesa-
niminfekcijamasaPVY (8,33%). Od 107 sakupljenih i te-
stiranih uzoraka duvana, AMV je detektovan u 3 (2,80%).

Seroloskim analizama uzoraka duvana sakupljenih to-
kom 2007. godine, prisustvo AMV ponovo je ustanovljeno
usamo dva od deset pregledanih lokaliteta (Tabela 3). Od
132 sakupljenai seroloski testirana uzorka, prisustvo virusa
dokazano je u 18 uzoraka (13,64%) i to isklju¢ivo u mesa-
nim infekcijama sa dva, triili ¢ak etiri testirana virusa (Ta-
bela 3). Na lokalitetu Backi Petrovac zastupljenost AMV
bila je 33,33%, dok je na drugom lokalitetu, Futog, prisu-
stvo virusa ustanovljeno u nesto nizem procentu, 12,5%.

Ispitivanjima sprovedenim tokom 2008. godine, prisu-
stvo AMV isklju¢ivo u mesanim infekcijama dokazano
je na oba pregledana lokaliteta u ¢ak 40 testiranih uzora-
ka (58,82%). Samo na lokalitetu Lapotince AMYV je de-
tektovan u 63,64% testiranih uzoraka (Tabela 3). U naj-
vedem procentu AMV je bio prisutan u me$anoj zarazi sa

TSWViTMV (23,53%).

Slika 2. AMV: hloroti¢no $arenilo
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Tabela 3. Prisustvo i uestalost pojave virusa mozaika lucerke (Alfalfa mosaic virus) u pojedinaénim i meSanim infekcijama
duvana u periodu 2006-2008. godine

Pojedi-
nac¢na o 1o
infekcija Mesane infekcije (%)
(%)
> >
; ) P S 2 05
g g E g 5 0 &
3 5 = Q s > > > ; >
R ° 4 2 2 5 = = = 5 =
ks | 5 = O K O ~ ©)
= /A S = ¥ + ¥ F
o= o2 I & 2 O 2 o2 2
s S £ £ 2 5 5 5 5 &
a O %) > %) %) %) n n
c 78 & g ggga g
> > > > > > > > > > >
= = = 2 P = = = A 2 =
< < < < < < < < < < <
2006. Virdiinija Futog 24 833 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kuzmin 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Badinci 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kukujcvci 12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hrtkovci 12 0 833 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Golubinci 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Beska 28 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ukupno 107 1.87 093 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2007. berlej Backi Petrovac 42 0 952 476 0 1429 0 0 0 476 0 0
Zrenjanin 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mladenovac 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
virdzinija Futog 16 0 0 0 0 0 125 0 0 0 0 0
Golubinci 8§ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bingula 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hrtkovci 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sremska Mitrovica 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bogati¢ S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Morovié 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ukupno 132 0 303152 0 455 1520 0 152 0 0
2008. virdzinija DPindusa 24 0 0 0 125 0 0 0 0 0 125 25
Lapotince 44 0 0 0 9.09 0 0 9.09 3636 0 0 9.09
Ukupno 68 0 0 0 10.29 0 0 5.88 2353 0 441 14.71
UKUPNO 307  0.65 1.63 0.65 2.28 195 0.65 1.30 5.21 0.65 098 3.26
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Molekularna detekcija i identifikacija virusa
mozaika lucerke

Molekularna RT-PCR metoda uz kori$éenje tri razli-
¢ita para prajmera koji omogucéavaju umnozavanje CP
gena, primenjena je u cilju potvrde rezultata dobijenih
seroloskim analizama, kao i u cilju ispitivanja pogod-
nosti kori$¢enja postoje¢ih prajmera za detekciju izolata
AMYV iz duvana poreklom iz Srbije. Primenjeni prajme-
ri medusobno su se razlikovali u specifi¢nosti i sposob-
nosti amplifikacije ispitivanog izolata (Slika 3). Prajmeri
CPAMV1/CPAMV2i AMV-F/AMV-R uspesno su de-
tektovali odabrani izolat. Primenom ovih prajmera dos-
lo je do uspesne amplifikacije regiona genoma koji obu-
hvata deo gena za protein omotaca $to je potvrdeno pri-
sustvom pojedina¢nog fragmenta odgovarajude veli¢ine

0d 751 bp, odnosno 351 bp, kako kod ispitivanog uzorka
tako i kod pozitivne kontrole. Primenom para prajme-
ra AMV-F2/AMV-R2, prisustvo fragmenta ocekivane
veli¢ine 669 bp utvrdeno je kod pozitivne kontrole, ali
ne i kod ispitivanog izolata iz duvana. U svim reakcija-
ma do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole.

Nakon sekvencioniranja PCR produkta dobije-
nog kori§¢enjem para prajmera CPAMV1/CPAMV2
i obrade u FinchTV programu, dobijena je delimi¢na
sekvenca CP gena i 3’ UTR subgenomske RNK4 koja
je prijavljena u NCBI bazu podataka, posle ¢ega joj je
dodeljen pristupni broj, GenBank Acc. No. FJ527749.
Molekularna identifikacija odabranogizolata AMV iz
duvana obavljena je BLAST analizom koja je pokazala
99 do 93% identi¢nosti sa sckvencama svih drugih izo-
lata AMV deponovanih u NCBI bazi podataka.

351 bp-

Slika 3. Detekcija odabranog izolata virusa mozaika lucerke (Affalfa mosaic virus) iz duvana pomoé¢u one-step RT-PCR
kori$¢enjem tri razli¢ita para prajmera: AMVCP1/AMVCP2 (A), AMV-F/AMV-R (B) i AMV-F2/AMV-R2 (C).
Kolone: M-MassRuler™DNA ladder, Mix (Fermentas Life Sciences GmbH, Lithuania), 1-izolat 196-08 iz duvana,
2-izolat 403-10 iz lucerke, 3-negativna kontrola-PCR mix sa RNase-free vodom.
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Dalja karakterizacija obavljena je vi§estrukim upa-
rivanjem sekvenci dostupnih u NCBI bazi podataka
pomoéu MEGA 4 softvera, a proracun geneticke sli¢-
nosti sekvenci ukljuéio je sekvencu dobijenu u ovom
radu i sekvence izolata deponovane u NCBI bazi po-
dataka koje su pokazivale 99%, 98% odnosno 93%
sli¢nosti sa odabranim izolatom (Tabela 4). Vigestru-
ko uparivanje i proratun nukleotidne i aminokiselin-
ske divergentnosti odabranih sekvenci obavljeno je
nakon trimovanja sekvenci na duzinu od 604 bp. Naj-
visi stepen identi¢nosti od 99% sekvenca odabranog
izolata iz duvana iz Srbije pokazala je sa sckvencama
izolata Joe Davis iz soje iz SAD (HQ185569) i izola-
tom NZ iz Kine (HQ316637). Sli¢nost nukleotidne

sekvence ovih izolata od 99% rezultirala je u promeni
jedne aminokiseline, tako da je aminokiselinska iden-
ti¢nost bila 99,5%. Medutim, poredenje izolata iz St-
bije sa najkra¢om sekvencom izolata deponovanom u
NCBI bazi podataka, sckvencom izolata No.14 po-
reklom iz krompira iz Japana (AB451173) obavljeno
je na osnovu 242 bp i pokazalo je ne$to vedi stepen
nukleotidne identi¢nosti od 99,2%, to nije izazva-
lo promene u aminokiselinskoj sekvenci (100% ami-
nokiselinska identi¢nosti). Najnizi stepen nukleotid-
ne identi¢nosti od 93,7%, odnosno 92,5% aminoki-
selinske sli¢nosti, izolat iz Srbije pokazao je sa izola-
tom pod pristupnim brojem DQ124429 poreklom iz
Phlox paniculata iz SAD.

grupa |

B5 | 15/64 lupinai V.Britanija)
il Lve-80 paradajzi Francuska)
100 VUR lupina( V' Britanija)
' Lyvh-1 Solanumi{ Francuska)
701 — Caa-1 paprika(Francuska)
74 Dacl6 sargarepal Francuska)

425Leren detelinal SAD)
MN20{ Australya)
67 ' N34 gragakiN Zeland)

grupa |l

0005

S lucerka( V. Britanuja)
paradayz (Italja)

87 [ Danga
Cal 75 krompin{ Kanada)

|

_[— 425Medson detelmal S AL
—— KR krompir{Koreja)
33! KR2 krompir(Koreja)
F-430 pasulji Italija)
126A paradagA Ttalja)
25 :’H-.&N it ltalija)
Ca508 krompr(Kanada)
33! Cab 16 krompir{ Kanada)
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Slika 4. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu delimi¢nih sekvenci CP gena 27 izolata virusa mozaika lucerke (4/falfa
mosaic virus) kori$éenjem MEGA4 softvera i Neighbour-Joining metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja.
Duzina grana proporcionalna je broju promena baznih parova. Izolat iz duvana iz Srbije istaknut je crvenom bojom.
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Filogenetska analiza

Delimi¢ne sekvence CP gena jednog izolata AMV iz
duvana poreklom iz Srbije, deponovane u NCBI bazi po-
dataka i 26 sekvenci odabranih izolata AMV medusob-
no su uparene, izvr$eno je njihovo poredenje i Neighbo-
ur-joining metodom rekostruisano je filogenetsko stablo
(Slika 4). Filogenetsko stablo pokazuje izdvajanje éetiri
klastera, odnosno grupisanje izolata AMV u &etiri gene-
ticka soja, nezavisno od geografskog porekla i biljke do-
madina. Veéina izolata, sedam iz Kanade i tri iz Italije,
izdvojila se u grupu IV. Ovoj grupi genetickih sojeva pri-
padaiodabraniizolat iz duvana iz Srbije, 196-08, koji se
zajedno saizolatom iz lucerke iz Srbije izdvojio na poseb-
noj grani ovogklastera. Prvu grupu sojeva ¢ine Cetiri izo-
lata iz Francuske i dva izolata iz Velike Britanije, dok se
u drugoj grupi nalaze samo tri izolata i to po jedan izo-
latiz SAD, Australije i sa Novog Zelanda. Dvaizolata iz
Koreje i po jedan izolat iz SAD, Italije, Velike Britanije
i Kanade formiraju tre¢u molekularnu grupu. Proracu-
nom geneti¢ke udaljenosti CP sekvenci unutar izdvoje-
nih grupa, ustanovljena je najmanja varijabilnost unu-
tar grupe 11 (0,002), dok je varijabilnost u okviru dru-
gih grupabila ve¢aikretala se od 0,019 unutar grupe IV
do 0,021 unutar grupe L i II1. Intergrupna varijabilnost
bila je najveca izmedu grupa Ii I1I (0,062), zatim grupa
IiIV (0,056) igrupa Iill (0,052), a nesto manja izme-
du grupa ITIIi IV (0,03), ITi III (0,027) i IT1 IV (0,026).

DISKUSUJA

Veliki broj biljnih bolesti moZe znacajno da smanji
prinos i kvalitet duvana. Po ekonomskim §tetama u pro-
izvodnji duvana virusne zaraze su na prvom mestu, ima-
juéi u vidu njihovu $iroku rasprostranjenost u svetu,
nadin $irenja i uticaj na prinos i kvalitet (Sievert, 1978;
Latorre i sar., 1982; Reilly, 1983; Latorre i sar., 1984;
Herbers i sar., 2000; Williams-Woodward, 2000). Je-
dan od ekonomski najznacajnijih virusa duvana je i vi-
rus mozaika lucerke koji se redovno javlja u usevu duva-
naimoze izazvati zna¢ajne gubitke u proizvodnji (Go-
oding, 1991; Mayunga i Kaporia, 2003; Chatzivassili-
ouisar., 2004).

Seroloska testiranja prikupljenih uzoraka duvana sa
simptomima virusnih infekcija, na razli¢itim lokalite-
tima gajenja u Srbiji, u periodu 2006-2008. godine uka-
zala su na stalno prisustvo ovog virusa u usevu duvana
u nadoj zemlji. Takode, rezultati ovih istrazivanja poka-
zali su da ulestalost pojave AMV po godinama i loka-
litetima znacajno varira. U ove tri godine istrazivanja,

AMYV je pokazao tendenciju lokalizovane pojave u use-
vima duvana, pri ¢emu se uglavnom javljao na manjem
broju lokaliteta, ali sa znacajnijom ulestalo§¢u tokom
2008. godine, i uo¢ljivim i prepoznatljivim simptomi-
ma. Tokom 2006. godine AMYV je dokazan na dva od
sedam pregledanih lokaliteta, tokom 2007. na dva od
deset, au2008. godini prisustvo virusa potvrdeno je u
oba pregledanalokaliteta. Zastupljenost AMV iskazana
kroz procenat testiranih uzoraka u kojima je virus de-
tektovan bila je 2,80% u 2006. godini, 13,64% u 2007,
au2008. godini AMYV je detektovan u skoro 60% te-
stiranih biljaka. Prisustvo AMV dokazano je i u poje-
dina¢nim i me$anim infekcijama u usevu duvana u Sr-
biji, ali je prisustvo pojedina¢nih zaraza ustanovljeno
samo 2006. godine, dok su u druge dve godine istrazi-
vanja dominantne bile mesane infekcije i to sa dva, tri
ili ¢ak Cetiri virusa.

Ranija malobrojna istrazivanja sprovedena u nasoj
zemlji ukazuju na cikli¢nu pojavu ovog virusa u use-
vu duvana. Istrazivanja koja su sproveli Jasni¢ i sar.
(2000) ukazala su na znadajno prisustvo ovog virusa u
usevu duvana 1995. godine, dok 2005. godine prisustvo
AMYV nije utvrdeno (Dukié i sar., 2006).

Razlike u pojavi i zastupljenosti AMV nisu zabele-
Jene samo u zavisnosti od godine istraiivanja, ved pre
svega od lokaliteta gajenja duvana. Tako je 2006. godi-
ne AMYV dokazan nalokalitetu Hrtkovci, ali 2007. go-
dine nije detektovan ni u jednom od testiranih uzora-
ka sakupljenih na istom lokalitetu. Ova razlika u poja-
vi, kao i zastupljenosti nije retka pojava kod virusa du-
vana (Mayunga i Kapooria, 2003), i ukazuje da je vaz-
no stalno pratiti stanje i prisustvo pojedinih virusa. Nji-
hova pojava i rasprostranjenost svakako zavise od izvora
inokuluma, koncentracije samog virusa u biljci, prisu-
stva ibrojnosti vektora-vasi, kao i sposobnosti prenose-
nja pojedinim vrstama vasi (Zitter, 1977).

U zavisnosti od starosti biljke, uslova spoljasnje sredi-
ne (narotito temperature), zatim vremena infekcije i so-
ja virusa, virusi duvana izazivaju razli¢ite tipove simp-
toma. Medutim, ipak postoji izvesna korelacija izme-
du tipa simptoma i virusa prouzrokovaca koja ima zna-
¢aj u dijagnostici virusnih oboljenja duvana (Gooding,
1991). Primarni simptomi zaraze duvana virusom mo-
zaika lucerke najée$ée su u obliku hloroti¢nih pega, be-
lih ili Zutih $ara i prstenova, kao i pojava Zutog mozai-
ka. Na osnovu simptoma u polju, sa visokom pouzdano-
$¢u moze se obaviti ta¢na identifikacija mnogih virusa
duvana, ali samo ako je za odredeni region poznato koji
su virusi prisutni i ako je prethodno izvriena korelacija
izmedu tipa simptoma i odredenog virusa kori$¢enjem

odgovarajuéih laboratorijskih tehnika (Gooding, 1991).
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Za detekciju i identifikaciju razli¢itih izolata virusa
mozaika lucerke razvijen je vedi broj metoda zasnovanih
na razli¢itim osobinama virusa. Pored biotesta zasno-
vanog na kori$¢enju indikator biljaka kao $to su Phase-
olus vulgaris, Chenopodinm amaranticolor i C. quinoa,
za detekeiju AMYV koriste se i ELISA test i hibridizaci-
ja nukleinskih kiselina (Ahoonmanesh i sar., 1990). Xu
i Nie (2006) navode da se pravilna identifikacija A/fa-
movirus-a moze obaviti i na osnovu izgleda estica kori-
$¢enjem elektronskog mikroskopa. Medutim, moleku-
larne metode zasnovane na RT-PCR, koje su osetljivije i
preciznije od seroloskih (Robinson, 1992), imaju pred-
nost pri detekciji virusa kada se nalaze u biljci u niskoj
koncentraciji, §to moze biti slu¢aj i sa AMV. Zbog to-
ga je, uspostavljanje brze i pouzdane molekularne me-
tode bilo neophodno ne samo za detekciju AMYV, veé i
za pracenje varijabilnosti u okviru populacije AMV u
Srbiji. U tom smislu primenjena RT-PCR metoda uz
upotrebu specifi¢nih prajmera CPAMV1/CPAMYV2
pokazala se uspe$nom za detekciju i identifikaciju izo-
lata AMYV iz Srbije.

Populacija AMV poreklom iz duvana iz Srbije do sa-
da nije ispitivana na molekularnom nivou, tako da ni-
je poznata geneti¢ka struktura, kao ni variranje izolata
iz Srbije u odnosu na izolate ovog virusa iz drugih de-
lova sveta. Zbog toga su molekularna ispitivanja, osim
detekcije, bila usmerena i na njihovu identifikaciju i ka-
rakterizaciju. Geneti¢ka sli¢nost izolata 196-08 sa lo-
kaliteta Dindusa, ispitana je viSestrukim uparivanjem
i prora¢unom geneti¢ke sli¢nosti poredenjem sekvence
CP gena odabranog izolata sa sekvencama drugih izo-
lata dostupnih u NCBI bazi podataka.

BLAST analiza pokazala je visok stepen nukleotid-
ne sli¢nosti sekvence ispitivanog izolata sa seckvencama
gena za protein omotaca drugih izolata AMV. Homo-
logija sekvenci CP gena kretala se od 99% do 93%. Pro-
racun genetiéke sli¢nosti sekvenci CP gena ispitivanog
izolata i izolata dostupnih u NCBI bazi podataka, po-
kazao je najvisi stepen identi¢nosti ispitivanog izolata
sa jednim izolatom iz Japana. Identi¢nost sekvenci du-
zine 242 bp izmedu ova dva izolata 0od 99,2%, odnosno
razlika u dva nukleotida, nije rezultovala promenom
aminokiselinskog sastava ispitivanog dela sekvence ge-
naza proteinski omota¢. Medutim, poredenjem sekven-
ceizolata AMYV iz Srbije sa sekvencama izolata ovog vi-
rusa iz drugih delova sveta u duZini od 604 bp, poka-
zalo je najvecu sli¢nost sa izolatom Joe Davis iz soje iz
SAD i izolatom NZ iz Kine. Nukleotidna sli¢nost se-
kvenci ovih izolata od 99%, odnosno razlika u $est nu-
kleotida, uslovila je promenu samo jedne aminokiseli-
ne. Najnizi stepen homologije od 93,7% nukleotidne
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identi¢nosti (92,5% aminokiselinske sli¢nosti) ispiti-
vani izolat ispoljio je sa sckvencom izolata iz Phlox pa-
niculata (DQ124429) iz SAD.

Uporedivanjem sekvenci za protein omotaca vise izo-
lata sa razli¢itim geografskim poreklom, Parrella i sar.
(2000) ustanovili su da njihova genetic¢ka sli¢nost izno-
§1 93-99% na nivou nukleotidne sekvence, odnosno 92-
100% na aminokiselinskom nivou. Visok stepen nukle-
otidne sli¢nosti (>98%) CP gena utvrdili su i Xu i Nie
(2006) ispitujuéi osam izolata ovog virusa poreklom iz
krompira iz Kanade. Takode, u Italiji izolovan je i oka-
rakterisan novi soj AMV — Danza koji izaziva specifi¢-
ne simptome na paradajzu u vidu hloroze i nekroze i is-
poljava 99-96% identi¢nosti u sekvenci gena za protein
omotaca sa ostalim prethodno opisanim izolatima (Fi-
netti Sialer i sar., 1997). Prema tome, na osnovu viso-
kog stepena homologije sekvence CP gena, potvrdeno
je da odabrani izolat 196-08 iz duvana pripada virusu
mozaika lucerke.

Tako je AMV 8iroko rasprostranjen i ekonomski zna-
¢ajan virus mnogih useva, za sada dostupni podaci o
strukeuri populacije AMV u svetu ukazuju na posto-
janje varijabilnosti na bioloskom, seroloskom i mole-
kularnom nivou, ali jo§ ne postoje usaglaseni kriteri-
jumi za podelu izolata na sojeve ili druge taksonomski
nize jedinice od vrste. Na osnovu sekvence dobijene u
ovom radu i dostupnih sekvenci drugih izolata, rekon-
struisano je filogenetsko stablo, koje pokazuje ¢etiri ra-
zlitite grupe, odnosno grupisanje izolata AMV u naj-
manje Cetiri geneticka soja. Veéina izolata ukljucenih
u rekonstrukciju filogenetskog stabla svrstava se u gru-
pu IV kojoj pripadaju i izolati AMV iz duvana i lucer-
ke poreklom iz Srbije. Medutim, Parrella i sar. (2000)
utvrdili su podelu izolata razlititog geografskog pore-
kla i iz razli¢itih biljaka domaéina u dve odvojene gru-
pe, anukleotidna sli¢nost izolata izmedu dve grupe bila
je manja od 96%. Sa druge strane, istrazivanja u Kana-
di pokazala su da se svi izolati AMV sa krompira gru-
piSu ujedan od najmanje Cetiri klastera izolata ovog vi-
rusa (Xu i Nie, 2006).

Svi ovi podaci ukazuju na neophodna dalja izucava-
nja geneticke strukture populacije AMV i definisanje
novih kriterijuma, uklju¢ujudi proucavanje drugih de-
lova genoma ovog virusa. Odredivanje varijabilnosti u
okviru populacije ovog virusa u usevu duvana, aliiu
drugim biljkama domac¢ina u Srbiji doprineée boljem
poznavanju epidemiologije ovog patogena, a sve u cilju
osmisljavanja i sprovodenja $to efikasnijih mera kontro-
le, kao i prevencije mogu¢ih introdukcija novih sojeva
za nasu zemlju usled veoma intenzivne medunarodne
razmene biljnog materijala.
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Presence and Molecular
Characterization of
Alfalfa mosaic virus

on Tobacco in Serbia

SUMMARY

Three-year investigation of the presence and distribution of tobacco viruses in Serbia
revealed that Alfalfa mosaic virus (AMV) appeared every year with different frequency in
tobacco crops. During 2008, the presence of AMV was detected in most of the tested sam-
ples (58.82%) and it was the second most common compared to all other viruses which
presence was confirmed in Serbia. In 2006 and 2007, AMV was detected in a significantly
lower percentage (2.80% and 13.64%, respectively). This study showed that Alfalfa mosaic
virus was more commonly found in multiple infections with two, three or even four detect-
ed viruses. Single infections were detected only in 2006, in one tobacco field in the locality
of Futog. During this investigation, a rapid and simple protocol was optimized and devel-
oped for molecular detection of AMV in tobacco leaves, using primers CPAMV1/CPAMV2
and commercially available kits for total RNA extraction as well as for RT-PCR (reverse tran-
scription - polymerase chain reaction). Using RT-PCR and these primers that flank the
AMV coat protein gene, a DNA fragment of 751 bp was amplified, sequenced, and com-
pared with the sequences available in GenBank database. The sequence of isolate 196-08
(GenBank Acc. No. FJ527749) proved to be identical at the nucleotide level of 99 to 93% with
those from other parts of the world. Phylogenetic analysis of 27 isolates based on 528 bp
sequences of the coat protein gene did not show correlation of the isolates with their geo-
graphic origin or plant host and showed that these isolates fall into four molecular groups
of strains. Serbian AMV isolate from tobacco belongs to group IV, the group that includes
most of the isolates selected for phylogenetic analysis.

Keywords: Tobacco; Alfalfa mosaic virus; Frequency; Molecular detection; Genetic variabil-
ity; Phylogenetic analysis
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