ODKRIVANJE IN ZVODO POVEZANA
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TOBAMOVIRUSI

« Zelo stabilni v razlicnih okoljih (voda, prst, oblaki,

odpadna voda) druzina Virgaviridae; rod Tobamovirus

Water Research
Wolume 177, 15 June 2020, 115628
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ELSEVIER

Viromics and infectivity analysis reveal the release
of infective plant viruses from wastewater into the
environment

Kztarina Bagnik * ¥, Denis Kutnjak %, Anja Pecman b Matafz Mehle ?, Magda TuZek Znidarié?, lon Gutiérrez

Aguirre 2, Maja Ravnikar > < & B

METAGENOMICS VIROME (plant viruses)
« 47 plant virus spedies

- infective lobamoniruses
- emerging viruses

- released into ocosystem

CONFIRMATION

e

VIRAL INTEGRITIY

p——eed, 500 M

Vir slike: JKI Data Sheets - Plant Diseases and

* Nekateri tobamovirusi spadajo med najpomembnejSe Diagnosis, ISSN 2191-1398
rastlinske patogene
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Virus lisavosti in mozaika Virus rjave grbancéavosti plodov
paradiznika paradiznika

(ToMMV) (TOBRFV)
2013 Mehika -> 2014 lzrael ->

o o R ,
e '.':4"‘ e
AR
RI G A S LR

2024-11-19 O Present @ Transient 2024-11-19

O Present @ Transient (c) EPPO https://gd.eppo.int (c) EPPO https://gd.eppo.int
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Infested seeds/
> seedlings —>

Plant to plant
contact Skice narisane z orodjem BioRender.com

Agricultural practices
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DP3: Razvoj uéinkovitega diagnostiénega postopka

DP1: Katalog sekvenc moznih novih tobamovirusov in oy & ilags g
za spremljanje porajajocih se tobamovirusov v

njihova karakterizacija

vzorcih vode
Naloga 1.1: Zbiranje metagenomskih podatkov za /Naloga3 1: Koncentracija (tobamo)virusov iz k.
analizo | > b - \ode
‘\‘ \
= j l l — = |9o— ——
S t y
\-\S/ % . E "6 e \‘
I_} ' delotok I

T~ | ‘/me UL-FRI CIM

Naloga 1.2: Iskanje znanih in moznih sekvenc novih
tobamovirusov v naboru podatkov

=

A *4 i b u:l <
"hsﬂ koncentriranje na kraju samem
NIB, BIA )

,L-LAJ .‘-~
NIB, UL-FRI 8

Naloga 3.2: Metode odkrivanja in identifikacije
=
L
1500

tobamovirusov
NIB, UL-FRI

Naloga 1.3: Priprava
neredundantne baze podatkov
sekvenc novih tobamovirusov s
pripadajo¢imi metapodatki

-validacija specificnega testa za N
ToBRFV na vzorcih vode

razvoj In validacija specifictnega
esta za ToMMV

"o
- fi
. N
{ |‘ o)
-razvoj in validacija genericnega testa ‘ ‘
2a tobamoviruse |

-evalvacija metod za
detekcijo tobamovirusov na
kraju samem

Naloga 1.4: Filogenetska in rekombinantna analiza

sekvenc tobamovirusov

e

DP2 Studija epidemiologije, povezane z vodo <« ==-"

3 (Naloga 2.2: Prenos ToBRFV in TOMMV z vodo v o

(Naloga 2.1: Prezivetje TOBRFV in TOMMV v
vodnem okolju eksperimentalnem hidroponskem sistemu
T — / molekulamo testirane N " .
zn = % 0 A
TOBRFV/ToMMY - S— I
okuZene rastiine nkubacha nokulacia NIB SRR stline 2
ORUZING MASEne ved mesecov N|B B|A
8 7 N J
Naloga 2.3: Prenos ToBRFV in TOMMYV z vbrizgavanjem okuZene vode v substrat
® — g
r g ' A
ToBRFV/TOMMV  homogenizacha I == J okieces NIB
okuzene rastiine

Skice narisane z orodjem BioRender.com
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Katalog zaporedij moznih tobamovirusov

» Visja stopnja pripravljenosti relevantnih
organizacij in stroke na mozen pojav
(razsirjanje) novih patogenih tobamovirusov

Stabilnost porajajoCih tobamovirusov v vodi in

moznost njihovega prenosa z vodo

» razjasniti vilogo vode v epidemioloqgiji
tobamovirusov (za prihodnje studije ocene
tveganja in strategije ukrepov)

Razviti in validirati diagnostiCne postopke za

spremljanje pojava tobamovirusov v vzorcih vod

» zanesljivi, ucinkoviti, hitri in preprosti
diagnosticni postopki

Tesame



"Flalﬂga 1.1: Zbiranje metagenomskih podatkov za
il ol

DP1: Katalog sekvenc moznih novih ™ 14 o S
tobamovirusov in njihova 1 5 b detota
karakterizacija ~— = /’QB,UL-FHL_
“Naloga 1.2: Iskanje znanih in moZnih sekvenc novih
tobamaovirusov v naboyru podatkov
NIB, UL-FRI

p
Maloga 1.3: Priprava
neredundantne baze podatkov
sekvenc novih tobamovirusov s
pripadajogimi metapodatki
NIB, UL-FRI

oy

Aktivno iskanje novih virusov kljucno za boljso

sekvenc tobamovirusov

"ﬂaluga 1.4; Filogenetska in rekombinantna analiza

pripravljenost na zaznavanje in preprecevanje Sirjenja
prinodnjih virusnih povzrociteljev bolezni.

=,
=

|

%,
Skice narisane z orodjem BioRender.com
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Ali lahko uporabimo globalne javno dostopne podatke (npr. iz repozitorija kratkih odcitkov
nukleotidnih sekvenc — Sequence Read Archive; SRA), da bi odkrili Se neznane tobamoviruse,

preden jih zaznamo kot rastlinske patogene?

SRA Growth

» September 2021: javno dostopnih priblizno 25,6
petabaznih parov, izhajajoCih iz veC kot 14,8 millijonov
posameznih javno dostopnih sekvenciranj (peta = 10%°)

» KoliCina podatkov se podvoji vsakih 12-18 mesecev

Petabytes

Kako sploh pregledati taksno koliCino podatkov?

3/7/21

3716 N7 /7118 3/7/19 3/7/20

[
3712 3713 3/7/14 3/7/15
((((((((((((((((((((((((((

Preboj v podatkovnem rudarjenju RNA virusov (https://serratus.io/) (Edgar in

Y gl 'm rudarjer _ serratus.io)
Serratus sod. 2022, Nature) (identifikacija podatkovnih setov, ki vsebujejo viruse na
osnovi kratke ohranjene regije RdRp (od RNA odvisna RNA polimeraza))

Tesame
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https://serratus.io/

e Z uporabo orodja snakemake smo
pripravili avtomatiziran delotok,
Ki nam v prvem koraku omogoca
hitro zbiranje podatkov iz
podatkovne baze kratkih odcCitkov
nukleotidnih sekvenc (Sequence
Read Archive; SRA).

* V naslednjih korakih s pomocjo
snakemake delotoka pridobimo
kandidatna zaporedja za znane
In nove tobamoviruse.

/ Datasets that could potentially contain tobamoviruses were first |dent|f|ed\

download SRA

snakemake

using Serratus platform (serratus.io)’

[ trimming
(trimmomatic)
de novo genome assembly ‘

Seo
-~
~
-~
-~
-
~
~
~
)

{ SPAdes ‘

e/

-
-
-
-
\ L
-
-
-
Pl

[ filtering contigs |
‘ 600 - 8000 nts

‘ DIAMOND blastx (tbp2) ‘

’ DIAMOND blastx (nr)

—T

MEGAHIT

\

whole proteome
analysis

filtering contigs
(non-cellular)

MEGAN

e

‘// palmscan? \,

RdRp ORF1 palmprint

-
@ C
K egg
>\) p. 4& |

\\ . - f //

whole ORF analysis
EMBOSS GETORF; MAFFT

Created with BioRender.com

/~ fragmented ORF analysis ™\

Orfipy, MAFFT, SVM*
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* Filogenetska povezava med znanimi in novimi tobamovirusi

LoCene analize zanimivih
primerov

Tree scale:1 —————

Analiza z obseznimi poravnavami na osnovi
ohranjene regije od RNA odvisne RNA polimeraze

Colored ranges

|:| fobamovirus
. wastewster meisgenome e
1

. ‘Water metagenome Rl

i
B Flant metsgenome | transcriptome %
B sut/ fascal metsgenoms s
W cther i e e

Novi tobamovirusi najdeni npr. v vzorcih iz
reke Amazonke, vzorcih tal in silaze iz
Evrope, v odpadnih vodah...

o Tesame
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* Potentially novel tobamovirus



V testiranju: orodje za avtomatsko taksonomsko dolocCitev
tobamovirusnih zaporedij pridobljenih s podatkovnim rudarjenjem

RDRP ORF1
len: 1000 S podatkovnim rudarjenjem pridobimo zaporedija

pair_type: og-tobamo

pal fyp: obame fobamo razlicnih dolzin in podobnosti znanim virusom

Orodje za avtomatsko dolocitev ali zaporedje
pripada (novemu) tobamovirusu ali ne, z oceno

zaupanja

Kaj so parametri, ki vplivajo na pravilno doloCitev?
(npr. dolzina zaporedja, mesto na genomul...)

Teosame



SirSa uporabnost rezultatov in razvitih postopkov iz DP1

Nova odkritja (novi tobamovirusi):

* HitrejSi razvo] metod ob morebitnem vzniku epidemij

* Lazje razumevanje izvora ter geografske prisotnosti potencialnih novih
bolezni — potencialen vpliv na sprejemanje karantenskih ukrepov

Novi pristopi analize velikih podatkovnih setov:

« Avtomatiziran postopek za ponovno analizo za tobamoviruse, ko se
nakopicCijo novi podatki

« HitrejSe pridobivanje podatkov za analizo tudi za druge skupine virusov (s
prilagoditvami)

* Inovativen postopek za avtomatsko taksonomsko klasifikacijo
tobamovirusov (primer, ki se lahko aplicira Sirse)

Teosame



DP2: Studija epidemiologije TOBRFV in
ToMMYV povezane z vodo

~

Maloga 2.1: PreZivetje ToBRFV in ToMMV v
mizlekulamo testiranje

Naloga 2.2: Prenos ToBRFV in ToMMVY z vodo v
eksperimentalnem hidroponskem sistemu

rastline za vabo

fl'_
vodnem okolju
homogenizacia ,-*"‘""
|
ToBRFV/ ToMMY - 5 E -
okuzenerastine  nyunarija nORAEEE N IB ToBRFV/TaMMV —
okuzene rastline VE© Mesecow MNIB, BIA
\ J o
4 : i I A
Naloga 2.3: Prenos ToBRFY in ToMMV z vbrizgavanjem okuZene vode v substrat
|
q: 'a - i s T
' InokukaCi| B‘K‘\
ToBRFY/ToMMV  homogenizacia NIB
. okuZene rastline
Skice narisane z orodjem BioRender.com
Tosame
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ToBRFV v Sloveniji

Water Research 177 (2020) 115628

Contents lists available at ScienceDirect

Water Research

E1LSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/watres

2021 voda za
namakanje x\. N . . . . .
J Viromics and infectivity analysis reveal the release of infective plant
viruses from wastewater into the environment
2017 Katarina Bacnik %P Denis Kutnjak %, Anja Pecman *”, Natasa Mehle ?,
Magda Tusek Znidaric °, lon Gutiérrez Aguirre ¢, Maja Ravnikar * <"
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:‘ Received: 1 February 2022 | Accepted: 12 April 2022
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2019 reka

2020 reka First report of Tomato brown rugose fruit virus in tomato in
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‘.,_) i ‘2020 reka - - Slovenia
~3F 2020 ribnik 7
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Kako dolgo lahko ToBRFV/ ToMMYV prezivi v vodi?

© 2024 - Nacionalni institut za biologijo




Kako dolgo lahko ToBRFV prezivi v vodi?

Redc¢ina 102 Reddina 10 Redc¢ina 10
teden | RT-gPCR(Cq) | Testne rastline RT-qPCR(Cq) | Testne rastline RT-qPCR(Cq) | Testne rastline
0 7 + 14 + 21 +
1 7 + 14 + 21 +
2 7 + 15 + -
3 7 + 16 23
4 8 + 15 + 27
5 10 21 26
6 10 20 o
7 10 21 >
8 12 21 29
9 11 21 21

Z RT-gPCR RNA virusa ToBRFV v vodi zaznamo Se bistveno
dlje (potrjeno da vsaj 15 tednov po pripravi onesnazene vode)

© 2024 - Nacionalni institut za biologijo
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Kako dolgo lahko ToMMYV prezivi v vodi?
Reddina 104

Redcina 102

RT-qPCR (Cq)

Testne rastline

Redcina 106

RT-qPCR (Cq)

Testne rastline

teden RT-qPCR (Cq) Testne rastline
0 15 +
1 15 +
2 14 +
3 15 +
4 19 +
20 14 +
21 14 -
22 14 +
23 13 -
24 13 +
25 15 +
26 15 +
27 14 -
28 16 -

© 2024 - Nacionalni institut za biologijo

22 +
21 -
21 -
21 -
21 -
20 NT
19 NT
20 NT
20 NT
21 NT
21 NT
22 NT
21 NT
23 NT

Tesame

28 -
27 -
29 -
28 -
29 -
33 NT
33 NT
34 NT
35 NT
34 NT
33 NT
35 NT
35 NT
32 NT




All se rastlina, ki raste
na hidroponiji/ v
rastnem substratu,
lahko okuzi preko
korenin, ce za
namakanje uporabljamo
s ToBRFV/ ToMMV
onesnazeno vodo?

Stitut za biologijo

© 2024 - Nac

bait plants

& % several months % %
S ()

transfer of the
nutrient solution

ToBRFV infected plants

=1,

| | inoculation
ToBRFV infected plants

humogenlzatlﬂn
inoculation

T::IERF'U infected plants

Tesame



ToBRFV

Poskus 1
. a0 —t -
Rast na hidroponiji et s t-
‘E‘ 30 - - "::--‘:g.h_ - l}q_k_k = 1 + :ranilna raztupti}na
£ . LTl i - === - korenine 1 - vaba
; 20 e .-\>§ ;\“‘,\\ + ——|isti 1 - vaba
g 10 L';l,__h . --#= korenine 2 - vaba
TR —=—listi 2 - vaba
0 = listi - kontrola
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tedni po zatetku namakanja z onesnaieno hranilno raztopino
Poskus 2
40 = - - . = = -
- v .___.-"'-:%.q"-.._ B _‘___——-i-——___:_./"'-‘) l‘\_\ - T
it = | e i
g 30 Al
-g - > * - ™ p * + 1 H
@ 20 * . * * ¥ . + \\ . + +  hranilna raztopina
- R N —+— listi - vaba
g 10 N = listi - kontrola
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tedni po zatetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino

Poskus 3
40 ._.,......V...... -\.__\_:___.-;.'""".i-\'.f_\:.'
g 30 R -\\f - ""Té““i —=y ’*““ \./*'\\ E/
= - v .
B + e e e N e . 1 hranilna raztopina
= . \\. —-— korenine 1 - vaba
10
S e _"-——L_q —s— |isti 1 - vaba
0

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 listi - kontrola

Tedni po zatetku namakanja z onesnaieno hranilno raztopino

Rastlina, ki raste na hidroponiji, se lahko okuzi preko korenin, €e za namakanje
uporabljamo s ToBRFV onesnazeno vodo
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ToMMV

Poskus 1
. - 40 PR —— S — 0
Rast na hidroponiji z_ AN —+— hranina raztopin
é \‘\_._1\__\. —a— listi - vaba
= 20 \ s [isti - kontrola
< [
10 .
012 3 45 6 7
Tedni po zafetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino
Poskus 2 Rastlina, ki raste na
e RN o hidroponiji, se lahko
8 3p ¥ 2 —s=—hranilna raztopina v = v
3 \ . okuzi preko korenin, ce
2 o W ——listi - vaba L .
el
~ 10 \L_.-. = listi - kontrola Za nam akanje
01 23456 7 8 9 101112131415 UporabljamOSTOMMV
Tedni po zacetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino »
onesnhazeno vodo
Poskus 3
a0 - m.&.#—s—ﬁ--&—n—t—-&,“:;z‘-;/n—h—s—\\n PR—
G 30
E W —=—hranilna raZtUpina
2 20 \ —s—listi -vaba
g \
10 LN «-listi - kontrola
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 )
Tedni po zaetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino
Poskus 4
40 h-ﬁ.\-{',&...n....#.-..t-.m....L_.&mm__;’,nmnmanﬂnnﬁ\;/\\:/}"_a-—:\;-—:/_p M-—-l&-—-ﬁ.ﬁ/‘-—sx“
0

—_—

o

—=— hranilna raztopina

Cq vrednost
hJ w

—a— |isti -vaba

[ury
(=]

= listi - kontrola
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Tedni po zacetku namakanja z onesnazeno hranilno raztopino
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ToBRFV:; rast v rastnem substratu:

Poskus z onesnazeno hranilno raztopino

Poskus z onesnazeno vodo

40 40
30 T hranilna 8 30 ..... P Voda
7 ) c
g 20 raztopina $ 20 ——listi
o listi z = listi - kontrola
| S & -
s 10 g 10 por
S 0 = |isti - kontrola 0

01234567 8 910111213141516172021
Tedni po zacetku namakanja z onesnazeno hranilno raztopino

ToMMV:; rast v rastnem substratu:

Poskus dodajanja onesnaZene vode v substrat s sadikami

4'} & ‘-_.—_‘_-""h.,‘ ses-ll il #
o —=—hranilna raztopina
S0 - .
g .-—I—I—I\V_,L\T-_-._,J ——listi
G 20 \ “ |isti - kontrola
10 de —aee =R

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tedni po zacetku namakanja z onesnazeno hranilno raztopino

012 3 456 7 8 910
Tedni po zacetku namakanja z onesnazeno vodo

Poskus dodajanja onesnaZene vode v substrat s semeni

4D L — .. ‘__‘H*; 4...""_._‘“‘... N W
T A —=— hranilna raztopina
230 -
g I-—I_._.\.,/._N_—._/I—IA—I\.—_. —i— [isti
o \
S 20 \ « listi - kontrola
]_ﬂ e — -

o 1 2 3 4 5 6 7 & 95 10 11 12
Tedni po zacetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino

Rastlina, ki raste v rastnem substratu, se lahko okuzi preko korenin, €e za
namakanje uporabljamo s ToBRFV/ToMMV onesnazeno vodo
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Pomen ugotovitev iz DP2

v' Razumemo, kako lahko onesnazena voda prispeva k Sirjenju tobamovirusov
» Pomembno za pripravo zanesljive ocene tveganja (PRA) ter za prepoznavanje

Kriticnih toCk, pomembnih za spremljanje in nadzor bolezni.

» Pomen uvedbe novih tehnik varstva rastlin tako pri tradicionalnem kot
hidroponskem gojenju rastlin, kar bi lahko zmanjsalo finanCne izgube zaradi
okuzb s tobamovirusi.

Teosame



DP3: Razvoj ucinkovitega
diagnostichega postopka za
spremljanje porajajocCih se
tobamovirusov v vzorcih vode

© 2024 - Nacionalni in&titut za biologijo I ' BAM @

'rr:.lalu-ga 3.1: Kencentracija (tobamao)virusov iz

™~

vode g -

= {pm
R B 1

Iiu- |
i -cllm

koncentriranje na kraju samem

L %
Y

malmga 3.2: Metode odkrivanja in identifikacije

5 NIB, BIA

tobamovirusov
-validacija specificnega testa za
ToBRFV na vzorcih vode

-razvo| in validacija specificnega
testa za ToMMV

-razvoj in validacija genericnega testa
za tobamoviruse -

-evalvacija metod za

kraju samem

| -F* T -
F - detekcijo tobamovirusov na

\_ : MNIB

Skice narisane z orodjem BioRender.com
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Vzorci vod:

* Nizke koncentracije virusa (ki so
lahko Se infektivni)

* Reprezentativen vzorec (npr. 5
litrov)

$

Koncentriranje virusov iz relativno
velikin volumnov vodnih vzorcey,
npr. na osnovi monolitne
kromatografije z uporabo CIM
(convective interaction media)
diskov

Téosame
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Contents lists available at ScienceDirect
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Viromics and infectivity analysis reveal the release of infective plant
viruses from wastewater into the environment
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METAGENOMICS VIROME (plant viruses)
. - 47 plant virus species
LN a - infective tobamoviruses
CONCENTRATION 1'u - emerging viruses
- - released into ecosystem

Influent
| > —> —>
High-throughput 0N
= sequencing CONFIRMATION
SAMPLING )i %‘%RT-qPCR
® Se ‘

Wastewater = —

treatment plant L) N N e ; VIRAL INTEGRITIY
Jmuent CIM monolithic Eluate | T\/ITV. \
chromatography

4 Transmission
L _—>

containing electron

viruses

microscopy




Optimizacija koncentriranja z monolitnimi kromatografskimi
kolonami CIM QA: za ucinkovito koncentriranje tobamovirusov iz
razlicnih vzorcev vod

Suoplemema{ry EigUfe 9 - Resuits Pf RT-gPCR detec}ipn for pepper mild mqnle Virl{s a'nd ) Table3 Concentrations achieved by different methods from the same wastewater sample expressed as a reduction in average Cq value, from RT- P,
tomato mosaic virus for two sampling years (reads divided due to subsampling, as indicated in gPCR replicates (marked as ACq; n=3) before and after concentration for each performed assay (N1, N2, PMMoV)
Supplementary Information 1). Smaller dot represents the resuts before concentration and larger - - -
dot after concentration of the same sample. Lenght of the line indicates the effect of concentration Concentration method Stat  Ead  ACqN] ACqN2 ACqPMMoV Samples Price per sample Time per baich Kupplementary Material
expressed as decrease in obtained Cq. "r‘:]lg"e Vr(:]lﬁ)me per baich
( ( Tomato brown rugose fruit virus in aqueous environments — survival
2019 2020 Centricon Plus-70 Centrifugal Filter 100 05 5.1 59 57 8 245 € 7h and significance of water-mediated transmission
Undetected & # . e o . e . ® t Experiment |
37 . .
. . . Natasa Mehle,” Katarina Baénik, Irena Bajde, Jakob Brodari¢, Adrian Fox, Ion Gutiérrez-
35 ® o . . . _ ) s s 3 3
T e & » PY o Cemnlcon Plus-70 Centrifugal Filter 100 05 6.2 51 43 Aguirre, Miha Kitek, Denis Kutnjak, Yue Lin Loh, Olivera Maksimovi¢ Carvalho Ferreira,
33 . 1! ° Z Experiment 2 Maja Ravnikar, Elise Vogel, Christine Vos, Ana Vuéurovié
3 ® 4 ) g . .
. i3 s Cemn.con Plus-70 Centrifugal Filter 100 0.5 49 5.0 6.0 + Correspondence: Natata Mekle: natasa mehle@nib.si-
N ° ° ° Experiment 3
f’" ° L O ) CIMmultus™-QA (8 mL) 2000 20 29 32 6.0 1 1400 € 10h Supplementary Table 1. Origin of water samples and results of TOBRFV analyses in concentrated
“ e o Experiment | __ samples
= . . . - . . . . . . . . Sample Type of sample  Source Location Collecti Cq before Cqafter
s ¥ E[Mmul[us';-QA (1 mL) 600 8 34 31 | sa 1 1400 € 8h designatio onyem conccatration  concentration
® 36 | xperiment n a 2
é’ 34 1 ° ° o . T ° CIMmultus™-SO3 (1 mL) 900 8 1.1 23 05 1 1400 € 8h }_n.ﬂ;' Wastewater  Influent lCent.ra] ilnvenia 2017 NT 300
a2 ¢ 1ol e | IR T e Lxperiment 1 INISSI?  Area River CotrSionesia 219 NT 30
) ® ° ° e o 3 PEG-based concentration 35 04 2.6 34 49 5 255¢€ 5h location 2
2 ° ° S Experiment | INI9SI06  Asea Pond South-west 2019 NT 3436
* ? < A 3 . Slovenia location 1
2 ° ° Skimmed Milk-based concentration 200 0.8 -1.7 —-04 43 8 206 € 8h IN19SI0S  Irrigation River South-west 2019 NT 28
s L4 Experiment 1 water Slovenia location 2
S Vivacell 100. 30.000 MWCO PES 150 05 -1.0 05 25 8 248 € 7h IN20SIOL  Irrgation water E“‘*”g“’“ﬂ fe":'“l 521°‘e‘““ 2010 NT #
o . location
20 ° Experiment 1 IN20S102  Area River Central Slovenia 2020 NT 28
P-193 P95 R1913 R-19-8 T-19-10 U-19-1 U1912 _ R20-10 R20-7__ T205 U204 Wizard Enviro TNA Kit; Experiment 3 40 1 6.7 6.9 54 14 175¢ 7h o location 2
P-19-4 P-19-6 R-19-2 R-19-9 T-19-7 U-19-11 P-20-3 R-20-2 R-20-9 U-20-1 u-208 IN20SI03  Irrigation Pond South-west 2020 NT 28
Samole ID Associated sample volume for load (start) and elution (end), number of samples and time used per batch and price per sample are also shown water Slovenia lucation 3
IN20SI04  Imigation water Undergroun South-west 2020 NT 38
i Tl . Ly . . d Slovenia location 4
Maksimovic in sod. 2024 Water research Maksimovié¢ in sod. 2022 Journal of food and environmental virology musis e Tpweer  Sowtwes w0 ¥t 9
Slovenia location 5
IN20SI07  Irrigation River South-west 2020 NT 30
water Slovenia location 6
IN20SI08  Irrigation water Undergroun South-east Slovenia 2020 NT 38
d location 1
IN20SI09  Irrigation River South-east 2020 NT 29

water Slovenia location 2

» Optimiziran postopek smo uspesno uporabili tudi za koncentriranje e Sl
uradnih vzorcev vod iz nacionalnega programa preiskav za ToBRFV

location 2

Vucurovi¢ in sod. 2023 Frontiers in plant science
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Koncentriranje tobamovirusov z alternativnimi metodami
(ki ne zahtevajo kompleksne opreme in so preprostejse za

izvedbo)?

« Centricon, preciptacija s PEG, Promega Enviro TNA kit, flokulacija s

posnetim mlekom,...

» Centricon filtri in Promega kit sta se na
primeru koncentriranja PMMoV izkazala
za podobno ucinkovita kot CIM QA

Table 3 Concentrations achieved by different methods from the same wastewater sample expressed as a reduction in average Cq value, from RT-
qPCR replicates (marked as ACq; n=3) before and after concentration for each performed assay (N1, N2, PMMoV)

Concentration method Start End ACq Nl ACgN2 ACqPMMoV Samples Price per sample Time per batch
volume  volume per batch
(mL)  (mL)
Centricon Plus-70 Centrifugal Filter 100 0.5 Sl 39 37 8 M5¢ Th
Experiment |
Centricon Plus-70 Centrifugal Filter 100 0.5 6.2 537 43
Experiment 2
Centricon Plus-70 Centrifugal Filler 100 0.5 49 500 60
Experiment 3
CIMmultus™-QA (8 mL) 2000 20 29 32 60 1 1400 € 10h
Experiment |
CIMmultus™-QA (1 mL) 600 8 34 31 5.1 1 1400 € 8h
Experiment 2
CIMmulius™-303 (1 mL) 900 8 L1 23035 1 1400 € 8h
Experiment |
PEG-based concentration 35 04 26 340 49 5 255¢€ 5h
Experiment 1
Skimmed Milk-based concentration 200 08 -1.7  -04) 43 8 206 € 8h
Experiment 1
Vivacell 100. 30,000 MWCO PES 150 0.5 =10 0.5 25 8 M8 € 7h
Experiment 1
Wikzard Enviro TNA Kit; Experiment 340 1 6.7 690 54 14 175¢€ 7h

Associated sample volume for load (start) and elution (end), number of samples and time used per batch and price per sample are also shown

Maksimovic¢ in sod. 2022 Journal of food and environmental virology

© 2024 - Nacionalni institut za biologijo

» Centricon filtri u€inkoviti tudi za koncentriraje ToBRFV

TABLE 2 Results of RT-gPCR analyses of nutrient solution exposed to ToBRFV-infected plants.

No. of days® Three infected plants per tray”  One infected plant and two healthy per tray®  Three healthy plants per tray”

D E C+E D = C+E D E C+E
2 Undet 35 35 Undet 37 Undet Undet 36 36
5 Undet 36 30 Undet 40 Undet Undet 36 Undet
7 Undet 34 28 Undet Undet 36 Undet 37 37
9 35 30 24 34 28 25 Undet 36 Undet
12 35 23 17 35 24 20 Undet 35 32
14 36 23 17 36 22 15 Undet 34 Ell
16 33 19 15 33 25 18 Undet 32 34
19 33 22 15 33 23 15 Undet 34 28

*Days after exposure of the nutrient solution to the ToBREV-infected plants.
"The nutrient solution was analyzed by M&W RT-qPCR in three different ways: [, directly without RNA extraction; E, RNA extracted; C+E, RNA extracted from the concentrated sample. The
average Cq values of three replicates are given. Variation among technical replicates was +0.7 from the mean Cq. Undet, No signal obtained with RT-qPCR.

Vucurovi¢ in sod. 2023 Frontiers in plant science
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Prenosni sistem za koncentriranje tobamovirusov iz razlicnih vzorcev vod
(specifikacije)

NIB sistem preizkuSen v praksi Prenosni ,kovcek" (BIA)

Iskanje primernejSega/
cenejSega materiala za
koncentracijo virusov v
vodnih vzorcih (CIM
monoliti so namenjeni
farmaciji, ne agro
aplikacijam):

* PolyHIPE monoliti

Opomba: Slika je zgolj simboli¢na

© 2024 - Nacionalni institut za biologijo I @ BAM @



5L vzorca vode:

« filtriranje

(filter papir, membrane — velikost por
0.8 um)

 koncentriranje

(CIM monolithic column, BIA
separations)

« RNA izolacija

(QlAamp viral RNA mini kit, Qiagen)
« RT-gPCR

EPPO PM7/146 (za ToBRFV)

L

Validacija RT-gPCR za
ToBRFV za vzorce vod

© 2024 - Nacionalni institut za biologijo

2021 voda za namakanje

Cq =32

2017 odpadna voda

Cag =30 2019, 2020 reka
2019 reka Cq = 30, 28

d

Cqg=28
\_\ 2020 reka

\w ~ 2020 reka
5 Cq =30 Cq = 29

2020 ribnik
Cq =28
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Genericni testi za dolocanje tobamovirusov

Tobamovirus Akronim | NIB ID izolata Redcitev Rezultat
bell pepper mottle virus BPeMV | NIB V363 1x pos (BPeMV)
5 A= = )4 = cucumber green mottle mosaic virus | CGMMV | NIB V 403 25x pos (CGMMYV)
¢ Obllkovanl In preIZkusenl obuda pepper virus ObPV NIB V 364 25x% pos (ObPV)
- . . odontoglossum ringspot virus ORSV NIB V 365 25x pos (ORSV)
I t b paprika mild mottle virus PaMMV | NIB V 366 25x pos (PaMMV)
raz ICn I Za O am OVI ru Se pepper mild mottle virus PMMoV | NIB V408 25x% pos (PMMoV)
" v . o0 PMMoV | NIB V409 1x pos (PMMoV)
generlcnl RT'q PCRJI ribgrass mosaic virus RMV NIB V 367 1x pos (RMV)
. . streptocarpus flower break virus SFBV NIB VV 368 1x pos (SFBV)
-h icvi SHMV NIB V 369 1 SHMV
»ni optimalna metoda s e i e mos iGN Va0t v
. - tobacco mosaic virus TMV NIB V 405 25x pos (TMV)
katero bi lahko zanesljivo v [NBVal  [o5x  [postmy
tomato brown rugose fruit virus ToBRFV | NIBV 331 25x% pos (ToBRFV)

. . tomato mottle mosaic virus ToMMV | NIB V373 2.5x 10! pos (TOMMV)
zaznall vse tobamoviruse S0 Tooriit

2.5x 103 pos (NT

2.5 x 10? pos (NT

2.5 % 106 pos (NT

)
)
)
2.5x%x10° pos (NT)
)
)
)

. Ugnezdeni RT-PCR z a0 Toos (T

zadetniki po Dovas in sod. ‘ S — T T—

ToMV NIB V 406 25x pos (ToMV

. . tomato mosaic virus ToMV NIB V410 25% pos (ToMV
(2004) + sekvenciranje PCR

)
)
ToMV NIB V411 1x pos (ToMV)
)
)

prod u kta ToMV NIB VV 412 1x pos (ToMV
youcai mosaic virus YMoV NIB V374 1x pos (YMoV
semena paradiZnika brez tobamovirusov / D1977/23,D93/23 | 25x neg
semena paradiZnika brez tobamovirusov / D1977/23 25x neg
listi paradiZnika brez tobamovirusov / / 1x neg
aE»

© 2024 - Nacionalni in&titut za biologijo I ' BAM @



Testi za dolocanje ToMMV

« Razvit in validiran (matrix seme, zeleni deli) (v sodelovanju s CREA):

s specificen RT-gPCR za ToMMV
RT-gPCR za soCasno detekcijo in razloCevanje med ToMMV in ToBRFV

\/
0’0

Plants 2022, 11, 489. https://doi.org/10.3390/plants11040489

m) Analiza uradnih vzorcev

Article

Development and Validation of a One-Step Reverse
Transcription Real-Time PCR Assay for Simultaneous Detection
and Identification of Tomato Mottle Mosaic Virus and Tomato

Brown Rugose Fruit Virus

Antonio Tiberini "", Ariana Manglli ’, Anna Taglienti : , Ana Vuiurovic 2 + Jakob Brodarié 2 , Luca Ferretti 1,
Marta Luigi 'V, Andrea Gentili ! and Natasa Mehle 2.3

Specificen RT-gPCR za ToMMYV validiran tudi za doloCanje ToMMV v vzorcih vod

 Moznost dolo€anja v vzorcih vod ,,on-site* z izotermalnimi molekularnimi testi:
LAMP test z oligonukleotidnimi zacCetniki po Kimura in sod. (2023) (modifikacija) -> (pre)majhna obcutljivost

RPA (recombinase-polymerase amplicon) test z AmplifyRP® XRT kitom (Agdia) -> moznost zaznave nizke

koncentracije TOMMV v vzorcu vode

\/
0.0

\/
0.0
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tomato mottle mosaic virus (ToMMV-detect)

Project number 2022-A-394

Validation of molecular diagnostic methods for the detection and identification of

Test Performance Study:
Preliminary gl

assessment of test(s)
44

ORGANISER ¥ 2
blind
samples

Report on the
performance of the

results of
analysis
3 7
CIPATING LABORATORIES
test(s)/ protocol(s)

PARTI
perform provided test/ protocol

Téosame



TESTI VKLJUCENI V TPS-ToMMV:

RT-PCR

Test from Levitzky et al. (2019) + sequencing of the PCR product
Test from Sui et al. (2017)

Test from Loewe (Cat. No. 09181)

Real time RT-PCR (RT-qPCR)

Test from Tiberini et al. (2022) singleplex / duplex
Test from Fowkes et al. (2022)

Test from ISF

Test from DAFF DEECA

Recombinase-Polymerase Amplification (RPA)
Test from Agdia RPA (XCS 22800)

Loop-mediated amplification (LAMP)

Test modified from Kimura et al. (2023)

Téosame
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Rezultati za set 22 vzorcev: = Porocilo objavljeno na
razl!cv:m tobavrpokusu " spletni strani

razlicne redcitve TOMMYV, ° Euphresco

vzorci prosti tobamovirusov, (https://drop.euphresc
razlicni matriksi (semenain  * 0 nét/.data/'af?36655-
listi paradiznika, drugih . 4029-4087-3952-
rastlin) . b94cfda3a971/)

0%
RT-PCR RT-PCR RT-PCR Su RT-gPCR RT-gPCR  RT-qPCR ISF RT—q PCR RT qPCR RPA Agdia LAMP Kimura
Levitzky Loewe DAFF DEECA  Fowkes
ngl plex d pI

W Concordant% ™ Non-concordant %

Semena okuzena s ToOMMV:

= Eed?!tev 2X . > EPPO database on
edcitev 20x o diagnostic expertise
o (https://dc.eppo.int/
gﬂ;ﬁ validation data/vali
= dationlist)
Y wa mass we e g e mes s s » Prvi osnutek EPPO
T et PM7 standarda

© 2024 - Nacionalni in&titut za biologijo I ' BAM @


https://drop.euphresco.net/data/af730655-4022-4e87-a952-b94cfda3a971/
https://drop.euphresco.net/data/af730655-4022-4e87-a952-b94cfda3a971/
https://drop.euphresco.net/data/af730655-4022-4e87-a952-b94cfda3a971/
https://drop.euphresco.net/data/af730655-4022-4e87-a952-b94cfda3a971/
https://dc.eppo.int/validation_data/validationlist
https://dc.eppo.int/validation_data/validationlist
https://dc.eppo.int/validation_data/validationlist

ZAKLJUCKI

V projektu smo dosegli vse zastavljene cilje in nacrtovane naloge:

e Pripraviljen je katalog zaporedij moznih novih tobamovirusov, Ki
omogoca boljso pripravljenost v primeru pojava oziroma Sirjenja
patogenih rastlinskih tobamovirusov.

e Razjasnjena je moznost prezivetja ToBRFV in ToMMV v vodi In
moznost njihovega prenosa do gospodarsko pomembnih rastlin
(paradiznika) z vodo, kar je pomembno za studije ocene tveganja in
Zza nacrtovanje strategije ukrepov.

e Razviti in validirani so zanesljivi, ucCinkoviti, hitri in relativho
preprosti diagnosticni postopki za spremljanje moznega pojava
porajajoCih tobamovirusov v vzorcih vode in rastlin.

Teosame



DISEMINACIJA REZULTATOV PROJEKTA - ze objavljeni znanstveni clanki

TIBERINI, Antonio, MANGLLI, Ariana, TAGLIENTI, Anna, VUCUROVIC, Ana, BRODARIC, Jakob, FERRETTI, Luca, LUIGI, Marta, GENTILI, Andrea,
MEHLE, Natasa. Development and validation of a one-step reverse transcription real-time PCR assay for simultaneous detection and identification of tomato
mottle mosaic virus and tomato brown rugose fruit virus. Plants. 11 Feb. 2022, vol. 11, iss. 4, str. 1-20, ilustr. ISSN 2223-7747. https://www.mdpi.com/2223-
7747/11/4/489, DOI: 10.3390/plants11040489.

MAKSIMOVIC, Olivera, LENGAR, Ziva, KOGEJ, Zala, BACNIK, Katarina, BAJDE, Irena, MILAVEC, Mojca, ZUPANIC, AnZe, MEHLE, Nata$a, KUTNJAK,
Denis, RAVNIKAR, Maja, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon. Evaluation of methods and processes for robust monitoring of SARS-CoV-2 in wastewater. Food and
environmental virology. 23 Aug 2022, str. 1-17, ilustr. ISSN 1867-0334. https://link.springer.com/article/10.1007/s12560-022-09533-0, DOI: 10.1007/s12560-
022-09533-0.

MEHLE, Natasa, BACNIK, Katarina, BAJDE, Irena, BRODARIC, Jakob, FOX, Adrian, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon, KITEK, Miha, KUTNJAK, Denis, LOH,
Yue Lin, MAKSIMOVIC, Olivera, RAVNIKAR, Maja, VOGEL, Elise, VOS, Christine, VUCUROVIC, Ana. Tomato brown rugose fruit virus in agueous
environments : survival and significance of water-mediated transmission. Frontiers in plant science. 2023, vol. 14, art. 1187920, str. 1-15, ilustr. ISSN 1664-
462X. https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1187920, https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2023.1187920/full#supplementary-material,

DOI: 10.3389/fpls.2023.1187920.

RIVAREZ, Mark Paul Selda, PECMAN, Anja, BACNIK, Katarina, MAKSIMOVIC, Olivera, VUCUROVIC, Ana, SELJAK, Gabrijel, MEHLE, Natasa,
GUTIERREZ-AGUIRRE, lon, RAVNIKAR, Maja, KUTNJAK, Denis. In-depth study of tomato and weed viromes reveals undiscovered plant virus diversity in
an agroecosystem. Microbiome. 2023, vol. 11, art. 60, str. [1]-24, ilustr. ISSN 2049-2618. https://doi.org/10.1186/s40168-023-01500-

6, https://dirros.openscience.si/lzpisGradiva.php?id=16442, DOI: 10.1186/s40168-023-01500-6.

MAKSIMOVIC, Olivera, BACNIK, Katarina, RIVAREZ, Mark Paul Selda, VUCUROVIC, Ana, MEHLE, Natasa, RAVNIKAR, Maja, GUTIERREZ-AGUIRRE,
lon, KUTNJAK, Denis. Virome analysis of irrigation water sources provides extensive insights into the diversity and distribution of plant viruses in
agroecosystems. Water research. Feb. 2024, vol. 249, art. no. 120712, str. [1]-15, ilustr., zvd. ISSN 0043-1354. https://doi.org/10.1016/j.watres.2023.120712
, DIRROS - Digitalni repozitorij raziskovalnih organizacij Slovenije, DOI: 10.1016/j.watres.2023.120712. [COBISS.SI-ID 172665347]

+ 2 v pripravi
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https://link.springer.com/article/10.1007/s12560-022-09533-0
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https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1187920
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DISEMINACIJA REZULTATOV PROJEKTA - predstavitve na konferencah/strokovnih srec¢anjih

Mednarodne konference/ sre¢anja:

1. ISFEV 2022 - The Seventh International Conference on Food and Environmental Virology (Santiago de
Compostela, Spanija, 16.-20.5.2022)

2. 5th ISPVE - Epidemiology and management of plant viruses under a changing climate (Madrid, Spanija, 5.-
8.6.2022)

3. MSS2022 - Monolith Summerschool and symposium (Portoroz, Junij 2022)
4. International conference of the Slovenian Society of Plant Biology (Plants in Changing Environment) (15.-

16.9.2022)
5. CEFood, 11th Central European Congress on Food and Nutrition “Food, technology and nutrition for healthy people

in a healthy environment® (CateZ ob Savi, 27.9.2022) “\Q \P
6. AAB, International Advances in Plant Virology (Ljubljana, 5.-7.10.2022) Q)Q ~N
7. XXXII Plant Protection Forum (Keszthely, Madzarska, 18.-20.1.2023) [e; E)Q
8. EURL Virology Workshop - interpretation of TOBRFV results (online, 14.2.2023 AQ’ AN
9. 12th International Congress on Plant Pathology - ICPP2023 (Lyon, France, 20.-25.8.2023) (\/ AN
10.20th Meeting of the EFSA Network on plant health risk assessment (on-line, 6.12.2023) \O ,\\'Q)
11.8th ISFEV Conference, International Society for Food and Environmental Virology (Tokyo, Japan, 9-14.6.2024) X o q?
12.Power of viruses (Zadar, Hrvaska, 25.-28.9 .2024) ,@s@ ‘\/ é\'

o &

,Domace“ konference/srecanja: oL
1. 15. slovensko posvetovanje o varstvu rastlin (Portoroz, 1.-2.3.2022) § q? OQ AN
2. Obcni zbor Slovenskega zdruzenja za integrirano pridelavo zelenjave (spletno srecanje, 29.3.2022) & Q)b N &
3. Novi izzivi v agronomiji 2023 (Lasko, 26.-27.1.2023) 9D S Q% yg)
4. Slovenian Microbiome Network Symposium (Maribor, 30.11.-1.12.2023) Q-‘@' éo
5. Varstvo vrtnin - SreCanje s kmetijskimi svetovalci JSSKS (UVHVVR organizator) (on-line, 19. december 2023) Q
6. Usposabljanje za strokovni izpit s podrocCja zdravstvenega varstva rastlin (KIS, 1. 2.2024)
7. 9. kongres Slovenskega mikrobioloskega drustva (Marib Tﬁ%w@ ANEE®
8. 16. slovensko posvetovanje o varstvu rastlin (Bohinjska BiSt 4) T



DISEMINACIJA REZULTATOV PROJEKTA - druga javno dostopna porocila o rezultatih raziskav

MEHLE, Natasa, BAJDE, Irena, BRODARIC, VUCUROVIC, Ana. Report on the results of the test
performance study on detection and identification of tomato mottle mosaic virus (ToOMMV) using
molecular tests. Version: V2.0. (17.9.2024). Porocilo objavljeno na spletni strani Euphresco
(https://drop.euphresco.net/data/af730655-4022-4e87-a952-b94cfda3a971/)

» Podatki iz tega porocila so vkljuCeni in dostopni tudi na EPPO database on diagnostic expertise
(https://dc.eppo.int/validation_data/validationlist)

» Pripraviljen prvi osnutek EPPO PM7 standarda

Téosame


https://drop.euphresco.net/data/af730655-4022-4e87-a952-b94cfda3a971/
https://dc.eppo.int/validation_data/validationlist

Vkljucenost mladih raziskovalcev, dodiplomskih in podiplomskih studentov

Diplomska naloga:
- KITEK, Miha (mentor Natasa Mehle). Moznost razSirjanja virusa rjave grbanCavosti plodov paradiznika z

vodo : diplomsko delo = Tomato brown rugose fruit virus - the possibility of water-mediated transmission : B.
Sc. thesis. Ljubljana, 2022

Magistrska naloga:
- KITEK, Miha (mentor Natasa Mehle; somentor Ana Vucurovi¢). Pomen obstojnosti virusa lisavosti in mozaika

paradiznika v vodi za Sirjenje okuzbe: magistrsko delo — v teku (zagovor predviden v zacCetku leta 2025)

Doktorati:
- MAKSIMOVIC, Olivera (mentor lon GUTIERREZ-AGUIRRE). Development and employment of untargeted

and targeted tools for virus detection in the frame of water-based epidemiology : PhD thesis. Ljubljana, 2023
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PRIPOROCILA

1. Izboljsanje nadzora nad semenskim in sadilnim materialom: uvesti strozje kontrole in
testiranja na prisotnost tobamovirusov v semenskem in sadilnem materialu, da_se
prepreci vnos okuzenih rastlin v nova okolja. V primeru vnosa tobamovirusov lahko pride
do njihovega sirjenja na druge rastline, med drugim tudi prek vode za namakanje (kar je
Se posebej pomembno pri gojenju rastlin na hidroponijah, kjer voda krozi v sistemu).

2. Razvoj in uporaba okolju prijaznih dezinfekcijskih tehnik/postopkov, ki u€inkovito
unic€ijo tudi stabilne viruse: spodbujati razvoj in uporabo naprednih dezinfekcijskih
tehnik za CiSCenje opreme in povrsin, ki lahko pridejo v stik z okuzenimi rastlinami ali
vodo, pa tudi dezinfekcijskih tehnik za reciklirano vodo, ki se uporablja za nhamakanje.

3. Izobrazevanje in ozavesc€anje pridelovalcev: organizirati izobrazevalne delavnice in
kampanje za pridelovalce, da se seznanijo z metodami za preprecevanje Sirjenja
tobamovirusov ter z diagnosticnimi postopki za zgodnje odkrivanje okuzb.
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PRIPOROCILA

4. Osvestiti druge raziskovalce in regulatorje o moznostih, ki jih za odkrivanje virusov
v javno dostopnih bazah podatkov omogoc¢a podatkovno rudarjenje.

5. Vzpostavitev sistema za spremljanje in porocanje: uvesti sistem za redno
spremljanje prisotnosti tobamovirusov v vodnih virih in_poroCanje o izbruhih, da se

omogoci hitra reakcija in zajezitev Sirjenja.

6. Podpora raziskavam in razvoju: nadaljevati financiranje raziskav, ki se osredotocCajo
na odkrivanje novih virusov, ki predstavijajo potencialno nevarnost za gospodarsko
pomembne rastline, vkljucno z razvojem diagnostiCnin metod in Studijami 0 moznosti
prezivetja rastlinskih virusov zunaj gostiteljev (v _vodi, zemlji, kompostu itd.), kar je
kljuCho za razumevanje epidemiologije novih virusov in nujno za pravilno nacrtovanje
ukrepov za ucinkovito preprecCevanje njihovega sirienia.
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