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IZVLECEK

Poleti 2006 so bile v jugovzhodni Sloveniji, v nasadu za komercialno pridelavo paprike
(Capsicum annuum), opaZene rastline paprike z bolezenskimi znamenji zna¢ilnimi za okuzbo
z virusi. Zaradi razbarvanja, obroCev in temnih izboklin na plodovih je bila izguba pridelka v
okuZzenem obmoc¢ju skoraj 100 %. Na vecini listov so bila opazna rahla razbarvanja, na
nekaterih pa izrazit vzorec kot ornament v mavrskem slogu ali v obliki koncentri¢nih obrocev.
V jesenskem obdobju so bili plodovi istih rastlin brez bolezenskih znamenj. Liste in plodove
paprik z bolezenskimi znamenji, smo analizirali z ELISA na prisotnost razli¢nih virusov.
Pozitiven rezultat smo dobili le na virus ovenelosti boba 1 (BBWV 1; Broad bean wilt virus
1). Rezultat je bil potrjen z imunsko-serolosko elektronsko mikroskopijo (ISEM), testnimi
rastlinami, z RT-PCR s specificnimi zacetnimi oligonukleotidi za BBWV 1 in z
ugotavljanjem nukleotidnega zaporedja DNA dela gena za ve¢ji in manjsi plas¢ni protein.
Virus BBWV 1 smo dokazali tudi v plevelni rastlini iz druzine radievk z rahlo vidnim
mozaikom, ki je rasla v neposredni blizini okuzenih paprik. Diagnoza in karakterizacija obeh
vzorcev predstavljata prvo dolocitev virusa BBWV1 v Sloveniji (Mehle in sod., 2008). V
prispevku predstavljamo tudi najdbo virusa BBWV 1 v srednji Sloveniji iz leta 2005 na
vzorcu verbene s kloroticnimi madezi na listih ter najdbe iz leta 2007 na dveh vzorcih
paprike, ki pa sta bili hkrati okuzeni tudi z virusom mozaika kumar (CMV). Poleg orisa najdb
virusa BBWV 1 v Sloveniji v prispevku predstavljamo tudi bioti¢ne karakteristike tega
gospodarsko pomembnega virusa paprik.
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BROAD BEAN WILT VIRUS 1 (BBWV 1) - THE NEW ECONOMICALLY IMPORTANT
VIRUS OF PEPPER IN SLOVENIA

ABSTRACT

During summer of 2006, pepper plants (Capsicum annuum) showing virus-like symptoms,
were observed in a commercial field in south-eastern Slovenia. Discolorations, rings or dark
bumps on fruits led to almost 100% loss of the yield in some areas. Symptoms on leaves
were usually expressed as slight discolorations, but also as arabesques or concentring rings.
In autumn, infected plants expressed less severe symptoms and produced symptomless
fruits. The infected leaves and fruits of pepper, with different types of symptoms, were tested
by ELISA for the presence of different viruses. Positive results were obtained only with Broad
bean wilt virus 1 (BBWV 1). Immuno-serological electron microscopy (ISEM), test plants, RT-
PCR with BBWV 1 specific primers and the sequence of the RT-PCR product, encompassing
part of the two coat proteins genes, confirmed BBWV 1 infection. The BBWV 1 was also
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identified in one weed species belonging to family Cichoriaceae, expressing mild mosaic and
growing near the epidemic area. The diagnosis and characterization of both samples is the
first determination of BBWV 1 in Slovenia (Mehle et al., 2008). In this paper additional the
finding of BBWV 1 in central Slovenia on Verbena plants in 2005 and finding of mix infections
with Cucumber mosaic virus on two samples of pepper in 2007 are presented. Besides
findings of BBWV 1 in Slovenia, the biological characteristics of this economically important
virus of pepper are provided.

Key words: BBWV 1, Broad bean wilt virus 1, detection, pepper, Slovenia
1 UvVOD

Poznamo dva sorodna virusa ovenelosti boba (BBWV): BBWV 1 in BBWV 2. Virusa sta
serolosko in po nukleotidnem zaporedju razli¢na in so ju do leta 1999 obravnavali kot en
virus (Kobayashi in sod., 1999); zato v literaturi ni lo¢enih podatkov o gostiteljskih rastlinah
in drugih bioti¢nih lastnostih. Nekatere drzave porocajo o odkritju obeh virusov (Mumford in
sod., 2006), vendar je BBWV 2 pogostejsi v Aziji, Avstraliji in S Ameriki, BBWV 1 pa v
Evropi (Zhou, 2002).

Naravni gostitelji BBWV so $tevilne vrtnine, okrasne in plevelne rastline (Taylor in Stubbs,
1972; Zhou, 2002). Virus BBWYV se prenasa neperzistentno z listnimi uSmi (Myzus persicae,
Aphis craccivora, Macrosiphum euphorbiae,..), lahko tudi mehansko s sokom okuzenih
rastlin (Taylor in Stubbs, 1972; Zhou, 2002). Virus je relativno stabilen v okolju (v soku
okuzenega boba, pri 21°C, ostane infektiven dva do tri dni) (Taylor in Stubbs, 1972). Po
podatkih iz literature se virus ne prenasa s semeni boba, graha in kapucinke, razen izolat
virusa BBWYV 2 iz Sirije v zelo nizki frekvenci (0,4-0,6 %) s semeni boba (Taylor in Stubbs,
1972; Zhou, 2002). Glede moZnosti prenosa virusa BBWV 1 s semeni paprike v literaturi ni
podatkov, prav tako ni podatkov o prezivetju virusa v ostankih rastlin v zemlji. Na Kitajskem
so BBWV 2 dokazali v 70 % od 23 analiziranih sadik paprike, kar nakazuje na moZnost
prenosa virusa BBWV 2 s semeni paprike, vendar z laboratorijskimi testi moznost prenosa
virusa BBWYV 2 s semeni paprike niso potrdili (AVRDC, 2000).

Na papriki virus BBWV povzro¢i sistemsko okuzbo, vendar navadno ne poro¢ajo o mo¢nih
bolezenskih znamenjih; izjema je korejski razli¢ek virusa BBWV 2, ki povzro€a nekroze in
posledi¢no propad rastlin paprike (Lee in sod., 2000). Teodora Tornos (Laboratori de Sanitat
Vegetal, Barcelona) poro¢a o moc¢nih bolezenskih znamenjih na listih in plodovih paprike v
Spaniji, ki bi jih naj povzroéil virus BBWV 1 v ¢asu visokih temperatur (neobjavljeni
podatki)..

2 MATERIAL IN METODE

V letih od 2000 do 2008 smo na prisotnost virusov testirali 204 vzorce rastlin paprike. Vecino
vzorcev so nabrali fitosanitarni inSpektorji v okviru stalnega nadzora Skodljivih organizmov, ki
ga vr8i Fitosanitarna uprava Republike Slovenije. Nabrani so bili ve€inoma vzorci z bol;j ali
manj tipinimi bolezenskimi znameniji, redkeje vzorci brez bolezenskih znamenj. VeCinoma
smo za analize uporabljali liste in poganjke, redkeje plodove. Vzorce paprike smo
diagnosticirali po shemi, ki vkljuCuje kombinacijo razlicnih metod od serologije, elektronske
mikroskopije, testnih rastlin do novejSih molekularnih tehnik.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA
Poleti 2006 so bile v jugo-vzhodni Sloveniji (Malence, Kostanjevica) v nasadu za

komercialno pridelavo paprike opaZene rastline paprike z bolezenskimi znamenji znacilnimi
za okuzbo z virusi. Bolezenska znamenja so bila vidna na vseh Stirih kultivarjih paprike, ki jih
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je lastnik prideloval: Atol, Olimpus, Bjanca in Verbrana. V ¢asu pojava bolezenskih znamen;
so bile temperature okolja izredno visoke. Zaradi razbarvanja, obrocev in izboklin na
plodovih, je bila izguba pridelka v okuZenem sklopu tunelov skoraj 100 %. Na vecini listov so
bila opazna rahla razbarvanja, na nekaterih pa je bil izrazit vzorec kot ornament v mavrskem
slogu ali v obliki koncentri¢nih obrocev. Rast rastlin in Stevilo plodov je bilo nespremenjeno.
V jesenskem obdobju, ko so bile temperature okolja nizje, so bili plodovi istih rastlin brez
bolezenskih znamenj. Podobno kot pri nas so tudi v Spaniji pred leti opazili vpliv visokih
temperatur na pojav podobnih bolezenskih znamenj (ustna informacija: Teodore Tornos;
Laboratori de Sanitat Vegetal, Barcelona).

Liste in plodove z razli¢nimi tipi bolezenskih znamenj, smo analizirali z ELISA na vsebnost
BBWYV 1, BBWV 2, CSNV (virus stebelne nekroze krizantem), CMV (virus mozaika kumar),
INSV (virus nekrotine pegavosti vodenke) in TSWV (virus pegavosti in uvelosti
paradiznika). Pozitiven rezultat smo dobili le na BBWV 1 in sicer za vse vzorce paprike,
nabrane na okuzenem obmoc¢ju. Virus BBWV 1 smo dokazali tudi v plodu in listih paprike
brez bolezenskih znamenj ter v plevelni rastlini iz druzine radi¢evk z rahlo vidnim mozaikom,
ki sta rasli v neposredni blizini okuzenih paprik. V drugih vzorcenih in analiziranih plevelnih
ter kmetijskih rastlinah (koruza, jagode, zelje), ki so rasle v blizini okuzenih paprik, virusa
BBWYV 1 nismo dokazali. Rezultat je bil potrjen tudi z imunsko-seroloSko elektronsko
mikroskopijo (ISEM). Za ELISA in ISEM smo uporabili BBWV 1 specifi¢na protitelesa iz
zbirke DSMZ (Nemcija).

Z mehansko okuzbo smo virus uspesno prenesli na papriko, Chenopodium quinoa, Nicotiana
rustica in N. tabacum cv. White Burley. Na vseh okuzenih testnih rastlinah smo opazili
lokalna in sistemska bolezenska znamenja. Na testni rastlini paprike smo opazili lisavost na
listih, na C. quiona rumenenje in mozaik, na N. rustica pa gubanje. Na nekaterih listih testne
rastline N. tabacum cv. White Burley smo opazili kloroti¢éne obroce in Crte, drugi listi niso
imeli o€itnih bolezenskih znamenj. Prenos virusa z mehansko okuzbo na N. clevelandii, N.
benthamiana in Lycopersicon esculentum kultivar Money maker ni bil uspesen.

Diagnoza vzorcev iz leta 2006 in karakterizacija BBWYV 1 predstavlja prvo opisano odkritje
tega virusa v Sloveniji (Mehle in sod., 2008). Virus BBWV 1 smo v Sloveniji, v okolici
Ponikve, odkrili ze leta 2005 na vzorcu verbene s kloroticnimi madezi na listih. Leta 2007
smo virus BBWV 1 ponovno dokazali na dveh vzorcih paprike, ki pa sta bili hkrati okuzeni
tudi s CMV. 1 vzorec iz leta 2007 je bil nabran na isti lokaciji kot vzorci iz leta 2006, drugi pa
je bil iz nasada oddaljenega cca lkm (Sajevce, Kostanjevica). V letu 2007 naj bi po
informaciji vzorcevalke virus BBWV 1 ne povzrocil ve¢je gospodarske Skode, saj so bili
okuzeni le posamezni plodovi.

Z RT-PCR, s specifi¢nimi zac¢etnimi oligonukleotidi B1/B2, ki pomnoZujejo del gena za vecji
in manj$i plas¢ni protein (Rubio in sod., 2002), smo analizirali RNA izolirano z RNeasy iz
vzorca paprike in iz mehansko okuZene testne rastline N. tabacum cv. White Burley.
Specificen pomnozek, dolg priblizno 500 bp, smo odistili iz 1 % agaroznega gela z
modificiranim TAE pufrom z DNA Gel Extraction kit (Millipore) in poslali v ugotavljanje
nukleotidnega zaporedja DNA v Korejo (Macrogen INC, Korea). Nukleotidni zaporedji,
dobljeni s smiselnim in protismiselnim zafetnim oligonukleotidom, smo poravnali s
programom Align v Vector NTI. Del nukleotidnega zaporedja iz vzorca paprike, ki je bil
prebran v obeh smereh (334 bp), smo vlozili v gensko banko ($t. nukleotidnega zaporedja iz
baze NCBI: EF405826). Z BLAST analizo 334 bp dolgega odseka, ki je ustrezal delu genov
za ve€ji in manjsi plascni protein, smo ugotovili, da je stopnja podobnosti nukleotidnega
zaporedja nasega izolata z drugimi BBWV 1 izolati iz genske banke priblizno 80 %. Stopnja
podobnosti amino kislin pa je bila od 90-92 % z BBWV1 izolati in 54-58 % z BBWV 2
izolati iz genske banke. Primerjali smo tudi nukleotidno zaporedje izolata iz paprike z
izolatom iz verbene in ugotovili, da imata 80 % stopnjo podobnosti. Izolat iz verbene smo
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primerjali nato Se z drugimi izolatt BBWV 1 in BBWV 2 iz genske banke in ugotovili
sledece: stopnja podobnosti nukleotidnega zaporedja z drugimi BBWYV 1 izolati iz genske
banke je 82-83 %, stopnja podobnosti aminoklislinskega zaporedja pa je od 95-96 % z
BBWYV 1 in 50-55 % z BBWV 2. O podobnem razmerju stopnje podobnosti med razli¢nimi
izolati BBWYV na istem delu genoma (na delu genoma za manjsi in vecji plascni protein),
porocajo tudi Rubio in sod. (2002). Razmerje stopnje podobnosti aminokislinskega zaporedja
se ohranja tudi v primeru primerjave celotnega genoma (RNA 1 in RNA 2) Spanskega izolata
z drugimi izolati BBWV: 92,1-93,3 % stopnja podobnosti z ameriSkim BBWV 1 izolatom
(stopnja podobnosti nukleotidnega zaporedja je 81,5 %) in 56,2-61,6 % s sedmimi razli¢nimi
BBWYV 2 izolati (Ferrer in sod., 2005).

Zaradi Sirokega kroga naravnih gostiteljev je zatiranje virusa BBWV tezka. Odstranjevanje
plevelnih rastlin in drugih rastlinskih ostankov, uporaba zdravih rastlin za sajenje, previdnost
pri delu z rastlinami, uporaba dezinfekcijskih sredstev ter razni nacini zavarovanja polj pred
uSmi, so moznosti za preprecitev Sirjenja virusa.

4 SKLEPI

Virus ovenelosti boba 1 (BBWV1) je nov gospodarsko pomemben virus paprik v Sloveniji,
saj lahko v za virus ugodnih pogojih okolja povzroci velike ekonomske izgube pridelka, zato
je nujna kontrola $irjenja virusa.

5 ZAHVALA

Zahvaljujemo se sodelavcem Fitosanitarne inSpekcije (Se posebno Klavdiji Matjaz Petek in Marti
Jure€i€) za nabrane vzorce in koristne informacije o stanju pri pridelovalcih, Smiljani Tom3e za
posredovanje prvega pozitivhega vzorca paprike ter Fitosanitarni upravi RS in Fitosanitarni inSpekciji
za sofinanciranje. Za strokovno pomo€ se zahvaljujemo Teodori Tornos (Laboratori de Sanitat
Vegetal, Barcelona, Spanija) ter D.-E. Lesemannu (Federal Biological Research Centre for Agriculture
and Forestry, Institute of Plant Virology, Microbiology and Biosafety, Braunschweig, Nemcija).
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