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Povzetek

Projekt se je osredotoCal na raziskovanje porajajoCih se tobamovirusov, ki okuzujejo
ekonomsko pomembne rastline, predvsem paradiznike in paprike, ter na njihovo
epidemiologijo, zlasti v povezavi s prenosom preko vodnih medijev. Glavni cilji projekta
so bili identifikacija novih tobamovirusov, njihova genetska karakterizacija,
preucevanje mehanizmov prenosa in prezivetja teh virusov v vodnem okolju ter razvoj
ucinkovitih diagnostic¢nih orodij za njihovo spremljanje v vzorcih vode. Raziskava je
ugotovila, da lahko infektivni delci tobamovirusov, kot sta virus rjave grbancavosti
plodov paradiznika (ToBRFV) in virus lisavosti in mozaika paradiznika (ToMMV),
prezivijo v vodi ve€ mesecev in se ucinkovito prenasajo na rastline preko korenin, kar
pomeni, da lahko kontaminirana voda predstavlja pomemben vir Sirjenja teh virusov.
Razvite so bile tudi nove metode za koncentriranje virusnih delcev iz vode in
optimizirani diagnosti¢ni postopki, ki omogocajo hitro in zanesljivo detekcijo virusov v
vodnih medijih. Poleg tega je projekt omogocil pripravo kataloga novih tobamovirusnih
sekvenc, ki prispeva k boljSemu razumevanju raznolikosti teh virusov ter bo omogodil
hitrejSe in ucCinkovitejSe ukrepe za prepreCevanje Sirjenja okuzb s tobamovirusi v
prihodnosti.

Abstract

The project focused on investigating emerging tobamoviruses that infect economically
important crops, primarily tomatoes and peppers, and on their epidemiology,
particularly in relation to transmission through water media. The main objectives of the
project were the identification of new tobamoviruses, their genetic characterization, the
study of transmission mechanisms and survival of these viruses in water environments,
and the development of efficient diagnostic tools for monitoring them in water samples.
The research found that infectious particles of tobamoviruses, such as tomato brown
rugose fruit virus (ToBRFV) and tomato mottle mosaic virus (TOMMV), can survive in
water for several months and effectively transmit to plants through roots, indicating that
contaminated water can be a significant source of virus spread. New methods for
concentrating viral particles from water were developed, and diagnostic procedures
were optimized, enabling fast and reliable virus detection in water media. Additionally,
the project facilitated the creation of a catalog of new tobamovirus sequences,
contributing to a better understanding of the diversity of these viruses and enabling
faster and more effective measures to prevent the spread of tobamovirus infections in
the future.




Opis problema in ciljev

Rastlinski virusi so odgovorni za znatne izgube pridelka po svetu. V zadnjem desetletju so
zaradi Stevilnih primerov uni¢enja nasadov poljs¢€in v ospredju porajajoci se virusi rodu
Tobamovirus. Za tobamoviruse je znacilno, da so njihovi virioni izjemno stabilni (Mutombo in
sod. 1992; Bawden & Pirie 1959), obenem pa se hitro in uCinkovito razsirjajo z razli€nimi
mehanskimi nacini (npr. preko ran v rastlinskem tkivu ali fizicnega stika med rastlinami). Za
nekatere vrste tobamovirusov Ze velja, da se tudi pasivno razsirjajo preko vod, prstiin s semeni
(Dombrovsky and Smith 2017; Mehle in sod. 2018). V preteklosti sta bila najpomembnejSa
tobamovirusa, znana po hudih izgubah pridelka razhudnikovk, ki jih povzro€ata, virus mozaika
tobaka (TMV) in virus mozaika paradiznika (ToMV). Odkritie in uporaba treh genov za
odpornost (Tm-1, Tm-2, Tm-2?) sta signifikantno zmanj$ala ekonomsko $kodo zaradi okuzb
poljs¢in z omenjenima tobamovirusoma (Pfitzner 2006). Vendar so ti geni neucinkoviti pri
varovanju rastlin pred okuzbo z virusom rjave grbanc¢avosti plodov paradiznika (ToBRFV)
in nekatere Studije nakazujejo, da tudi v primeru okuzbe z virusom lisavosti in mozaika
paradiznika (ToMMV), dvema nedavno odkritima vrstama rodu Tobamovirus, ki sta
poslediéno odgovorna za uni¢enje ogromnih koli€in pridelka (Dombrovsky & Smith 2017).

Virus TOMMV je bil prvi¢ izoliran leta 2013, in sicer iz okuzenih paradiznikov, gojenih v
rastlinjaku v Mehiki in katerih listi so bili popaéeni in mozai¢no razbarvani (Li in sod. 2013).
Rast okuzenih rastlin je bila znatno okrnjena, njihovi cvetovi so bili poSkodovni, obenem pa
rastline niso obrodile (Ambrés in sod. 2017; Sui in sod. 2017). Izbruhi virusa so bili kasneje
zaznani v nasadih paprik na Kitajskem, kjer so bili listi rastlin lisasti, zviti in skréeni ter so kazali
znake nekroze (Li in sod. 2014). Simptomi okuzbe z virusom ToMMV so se hitro razSirili Se na
druge rastline, kar je znacilno tudi za preostale Ze poznane viruse iz rodu Tobamovirus. Kmalu
so 0 okuzbah rastlin s TOMMV porocali Se iz drugih drzav (EPPO GD 2024).

Virus ToBRFV je bil prvi€ zaznan na rastlinah paradiznika gojenih na polju, katerih listi so poleg
znacilnega mozaicnega razbarvanja bili e zoZeni, plodovi pa so bili prekriti z rumenimi ali
rjavimi pikami. Posledica okuzbe so bile ogromne izgube pridelka leta 2014 v Izraelu in leta
2015 v Jordaniji (Luria in sod. 2017). Podobno Skodo zaradi okuzbe z virusom ToBRFV so
porocali tudi v razli€nih nasadih paprik (OEPP/EPPO 2020). Virus naj bi nastal preko
rekombinacije virusa mozaika tobaka (TMV) seva Ohio in ToMMV (Mansour and Falk 2016).
Po prvi zaznavi virusa ToBRFV v Izraelu in Jordaniji se je ta naglo razsiril v Stevilne druge
drzave (EPPO GD 2024).

Glede na gospodarski in bioloski pomen razhudnikovk lahko pojav virusov TOMMV in ToBRFV
v njihovi pridelovalni verigi primerjamo s pandemijo virusa SARS-CoV-2, ki je izpostavila vpliv
porajajoega se virusnega obolenja na vedno bolj globalizirano ¢lovesko druzbo. Pojav virusa
SARS-CoV-2 je obenem sprozil zdruzitev znanstvenih ciljev po svetu, predvsem na podrocju
zbiranja in genomskega karakteriziranja drugih koronavirusov, najdenih pri divjih Zivalih, kar
pripomore Kk razumevanju njegovega izvora in epidemiolo$kih znacilnosti ter izboljSa
pripravijenost druzbe in znanstvene sfere na mozne prihodnje izbruhe virusnih obolen;j, ki
prizadenejo Cloveka (Lam in sod. 2020). PorajajoCi se rastlinski virusi imajo za podrocje
kmetijstva in posledi€no za dostopnost hrane ter celotno druzbo posledice podobnih
razseznosti (Anderson in sod. 2004).

V zadnjem Casu se torej poroCa o pojavu in razsSirjanju vsaj dveh tobamovirusov, ki povzroCata
obsezne izgube na podrocju kmetijstva. Zaradi njihovih fiziolokih in bioloskih lastnosti sta za
tobamoviruse znacilna sposobnost hitrega razsirjanja in visok potencial za sprozenje
epidemije. Kot velja za iskanje koronavirusov, podobnih virusu SARS-CoV-2, v divjih Zivalih,
bo tudi iskanje novih tobamovirusov v vzorcih razli€nih rastlinskih gostiteljev in medijev




podalo pomembne informacije za prepre€evanje pojavljanja in razsSirjanja rastlinskih
patogenov ter njihovega obvladovanja. To bo omogocilo hitrejSi razvoj diagnosti¢nih testov
in zagotovilo boljSe predvidevanje moznih toCk izvora ekonomsko pomembnih virusov, s ¢imer
bi lazje razumeli njihove mehanizme prenosa in zajezili njihovo mozno Sirjenje.

Pretekle Studije (Zhang in sod. 2006; Cantalupo in sod. 2011; Aguado-Garcia in sod. 2020) in
nasi rezultati (Bacnik in sod. 2020) so dokazali, da so nukleinske kisline tobamovirusov (tako
zaporedja novih kot ze znanih tobamovirusov) prisotne v raznolikih okoljih in vzorcih. Cilj
predlaganega projekta je bil poiskati 8¢ nepoznane tobamoviruse preko meta-analize
obseZnega Stevila podatkovnih serij zaporedij, pridobljenih iz vzorcev, ki tobamoviruse
navadno vsebujejo (npr. odpadne vode, vzorci CloveSkega in Zivalskega blata ter
transkriptomski podatki razli€nih vrst rastlin).

Za gojenje rastlin v velikem obsegu so potrebne znatne koli¢ine vode. Po nekaterih podatkih
poraba pitne vode v kmetijstvu predstavlja ve¢ kot 80% svetovne porabe vode (Xinchun in sod.
2017), obenem pa so njene naravne zaloge ogroZene zaradi podnebnih sprememb, kar lahko
vodi v globalno pomanjkanje hrane (Murtaza in sod. 2019). Za namakanje polj5&in se uporablja
bodisi pitna, odpadna voda, podtalnica ali meteorna voda. TehnoloSki napredek na podrocju
kmetijstva je spremenil postopke zalivanja in namakanja pridelovalnih povrSin, vendar so
konvencionalne metode, ki se posluzujejo namakanja povr$ja, Se vedno najpogosteje
uporabljene (Kavianand in sod. 2016). Uporaba odpadnih vod v kmetijstvu torej predstavija
enega izmed nacinov zmanjSanja njene porabe, vendar so odpadne in podobne vode
pogosto nizkokvalitethe in mikrobioloSko oporeéne, zaradi ¢esar zahtevajo stalen
nadzor (Murtaza in sod. 2019).

Porabo lahko zmanjSamo tudi z gojenjem nekaterih vrst rastlin na hidroponiji, kar znatno
prispeva k prepre€evanju in reSevanju tezave pomanjkanja vode (Sambo in sod. 2019).
Vendar pa krozenje vode in hranil v hidroponiénem sistemu omogo¢€a hitro in ué¢inkovito
razsirjanje rastlinskih patogenov po celotnem nasadu, Cesar posledica v primeru
neustreznega ukrepanja so izbruhi (Stewart-Wade 2011). Pretekle Studije so Ze dokazale, da
odpadne vode predstavljajo mozni vir okuzbe rastlin z nekaterimi stabilnimi virusi (Mehle &
Ravnikar 2012; Mehle in sod. 2014), vendar je potrebno poudariti, da je bila stopnja prezivetja
v vodi raziskana za zgolj pescico patogenih rastlinskih virusov, pri é¢emer je znanje o
njihovem prenosu preko vodnega medija Se manj obsezno in dovrSeno. Moznost
prezivetja virusa ToBRFV v vodnem okolju in njegova sposobnost razSirjanja ter
okuzevanja rastlin preko vode za namakanje Se ni bila poznana. Te informacije so
kljuénega pomena za dolocitev njegovega epidemioloSkega potenciala in izvedbo analiz
tveganja. Podobno znanje je potrebno tudi za razumevanje mehanizmov prenosa in
lastnosti virusa TOMMV ter drugih (ponovno) porajajoCih se tobamovirusov.

V sklopu mednarodnih konferenc so strokovnjaki s podrocja rastlinske virologije z nami delili
svoje skrbi in domneve glede vloge, ki jo imajo vodni mediji pri prenosu patogenih rastlinskih
virusov. Pomisleke so izrazili tudi znanstveniki iz Jordanije in Izraela, kjer se kmetje soocajo z
unicujo€imi posledicami izbruha tobamovirusa ToBRFV, a jim primanjkuje znanja oziroma
ustreznih metod potrebnih za izvedbo monitoringa vod. Poleg tega je v stik z nami stopilo
amerisSko podjetje, ki se ukvarja s hidroponi¢no pridelavo paradiznika na velikem nivoju in ki je
bilo zaradi izbruha virusa ToBRFV v njihovih nasadih primorano zavrec€i vec€inski delez gojenih
rastlin. Podjetje kljub analizi moznih izvorov virusa in uvedbi strogih higienskih ukrepov ni
uspelo odstraniti tobamovirusa iz pridelovalne verige. Posledicno so se osredoto€ili na
namakalno vodo, vendar zaradi pomanjkanja komercialnih diagnosti¢nih metod (npr. kitov in
uporabniku prijaznih protokolov) niso bili uspesni pri zaznavanju mozne prisotnosti virusa v
njej. Zato so se s proSnjo po analizi namakalne vode obrnili na nas laboratorij (NIB), a se je
teZava, ki je onemogocila izvedbo teh analiz, pojavila Ze pri transportu potrebnih velikih koli¢in




ohlajene vode v laboratorij. Navedeni in trenutno aktualni primeri nazorno prikazujejo potrebo
po definiranih in standardiziranih metodah zaznavanja ter spremljanja porajajo¢ih se
rastlinskih virusov v vodnih medijih.

Kot osnovno smo v predlaganem projektu za koncentriranje vod uporabili monolitno
kromatografijo, s katero smo Ze uspeli skoncentrirat infektivhe tobamoviruse iz odpadnih voda
(Bacnik in sod. 2020). Sledilo je vrednotenje nadomestnih metod koncentriranja, pri ¢emer
smo se osredotodili na preprostost tehnik, odsotnost potrebe po kompleksni in dragi opremi ter
na njihov potencial za uporabo na terenu. Obenem smo testirali vpliv zmanj$anja volumna
vzorcene vode z litrskega na mililitrsko obmocje na ucinkovitost zaznave tobamovirusov v njej.
Tehnike z navedenimi lastnostmi bodo omogocile preprostejSi in dostopnejsi nadzor nad
odpadnimi vodami tako v laboratorijih kot tudi v nasadih samih.

Kljub postopkom koncentriranja so virusi v vzorcih vode lahko Se vedno prisotni v prenizki
koli€ini da bi jih lahko zaznali s konvencionalnimi metodami, obenem pa predstavljajo znatno
fitosanitarno tveganje, saj so za okuzbo rastlin najveckrat potrebni le nizki titri patogenov
(Mehle in sod. 2018). Posledi¢no se za zaznavanje tobamovirusov v odpadnih vodah priporo¢a
uporaba metod z visoko obdutljivostjo, kot je kvantitativni PCR v realnem ¢asu z reverzno
transkriptazo (RT-qPCR). Glavna pomanjkljivost takSnih molekularnih testov je ravno njihova
specificnost — posamezni test je namenjen zaznavanju zgolj enega patogena, pri ¢emer za
mnogo tobamovirusov taksen test Se ni razvit. To nakazuje, da bodo pri analiziranju odpadnih
vod nekateri pomembni patogeni tobamovirusi pogosto spregledani.

Obenem zaradi intenzivne pridelave polj5¢in, visokega selekcijskega pritiska, usmerjenega
Zlahtnjenja rastlin, obseZnega trgovanja s semenskim in sadilnim materialom ter so€asnih
okuzb z razli€nimi virusi v kmetijstvu obstaja tveganje za pojav novih vrst tobamovirusov. Tako
je nevarnost pojava in izbruha novih vrst tobamovirusov stalno prisotna, zaradi ¢esar so redno
vrednotenje metod za njihovo zaznavanje in identifikacijo ter harmonizacija rezultatov Se toliko
pomembnejSa. Da se izognemo tej tezavi je smiselna uporaba metod visoko zmogljivega
sekvenciranja (HTS) (Huang in sod. 2019).

Za reSevanje potencialnih tezav, kot je pojav virusa ToBRFV v namakalnih vodah, pri
hidroponiki in sorodnih tehnikah gojenja poljS¢in, je potrebno vzpostaviti nadine stalnega
nadzora. Kot velja za vecino postopkov koncentriranja, so metode, trenutno uporabljene za
zaznavanje nizkih titrov in velike raznolikosti patogenih rastlinskih virusov, dolgotrajne in
delovno zahtevne, za njihovo izvedbo pa so obvezni dobro opremljen laboratorij ter visoko
usposobljeno osebje. Resitev tega izziva je v optimizaciji celotnega diagnosti¢nega postopka,
tako laboratorijskih testov kot testov primernih za uporabo na terenu. V primeru potencialnega
izbruha okuzb z novimi tobamovirusi bodo metode, razvite in izboljSane v sklopu tega projekta,
ucinkovale kot prvi nivo varstva rastlin ter prepreCevanja nadaljnjega Sirjenja okuzb. To bo
skrajSalo odzivni ¢as ter zmanjSalo tako finan¢ni kot Casovni viozek, potreben za preprecitev
epidemije okuzb pomembnih poljs¢in.




Tobamo

V okviru projekta smo obravnavali pomembna raziskovalna vprasanja v zvezi z nastankom,
epidemiologijo in diagnostiko tobamovirusov. Nasi cilji so bili:

» pripraviti katalog zaporedij moznih novih tobamovirusov preko pregleda obseznih
podatkovnih serij, pridobljenih iz razli€nih metagenomskih podatkovnih baz. Rezultati
meta-analize bodo omogoCili visjo stopnjo pripravljenosti relevantnih organizacij in
znanstvene sfere na mozno pojavitev in razsirjanje patogenih rastlinskih tobamovirusov.

» dolociti stabilnost porajajocih tobamovirusov v vodi in moznost njihovega prenosa po
vodi, razjasniti viogo z vodo povezane epidemiologije nastajajoCih tobamovirusov, ki
okuzijo poljs¢ine, kar je pomembno za Studije ocene tveganja in strategije ukrepov.

» razviti in validirati zanesljive, u€inkovite, hitre in preproste diagnosti¢ne postopke
za spremljanje moznega pojava porajajocih tobamovirusov v vzorcih vode.




Kratek povzetek kljucnih ugotovitev iz literature

V zadnjem desetletju so principi metagenomike spodbudili raziskovanje in obravnavanje
virusov ne le kot povzrociteliev bolezni, temvec€ tudi kot raznolikih in Stevilénih pripadnikov
ekosistemov. Tehnologije HTS omogoc&ajo tvorbo obsezZnih serij podatkov (t.i. »big data«) in
zaporedij iz vzorceyv, pridobljenih v okoljih z razli€nimi pogoiji. Vecdina serij pridobljenih podatkov
je javno objavljenih in shranjenih v podatkovnih bazah ter so tako znanstvenikom na voljo za
dodatne analize, kar omogoca odkritje novih vrst virusov (Phadke in sod. 2019). Za zaznavanje
potencialno novih zaporedij v Ze objavljenih podatkih se uporablja pristop konvencionalne
klasifikacije na podlagi poravnave. Ta primerja neznana zaporedja z ze identificiranimi in
sestavljenimi genomi ter doloci njihovo stopnjo prekrivanja oziroma podobnosti. Poleg uporabe
klasi¢nih metod taksonomske Kklasifikacije se za pregled metagenomskih podatkov in
identifikacijo domnevnih virusnih zaporedij lahko uporabijo tudi tehnike strojnega ucenja
(Bzhalava in sod. 2018). Predhodne raziskave so za dolo¢anje novih vrst RNA virusov preko
uporabe podatkov transkriptomskih Studij prikazale neverjetno raznolikost njihovih genomov
(Li in sod. 2015; Shi in sod. 2016). Preko tovrstnih Studij je bilo odkritih mnogo novih vrst in
drugih taksonomskih stopenj virusov (Zhang in sod. 2018). Iskanje novih virusnih zaporedij
predstavlja priloznost za izboljSanje postopkov zgodnjega odkrivanja moznih patogenih
rastlinskih virusov, njihovih gostiteljev in optimalnih okoljskih parametrov za njihovo razsirjanje,
Se preden pride do izbruha okuzb na rastlinah (Grubaugh in sod. 2019). Tobamovirusi so bili
odkriti v izredno raznolikih vzorcih zunaj gostiteljev, zaradi ¢esar je aktivho iskanje novih vrst
kljuéno za boljSo pripravljenost na prepreCevanje in zajezitev moznih prihodnjih porajanj
patogenih tobamovirusov.

Podatkovni nizi z veliko verjetnostjo, da vsebujejo neraziskana znana in morda nova zaporedja
tobamovirusov, vklju€ujejo nabore podatkov iz blata ljudi, okoljskih vzorcev (voda, tla) in nize
podatkov, pridoblijene iz divjih rastlin (pleveli) in posevkov. Karakterizacija in analize
Crevesnega viroma ljudi so dokazale, da so v blatu zdravih odraslih oseb poleg bakteriofagov
in humanih virusov prisotni tudi rastlinski virusi (Zhang in sod. 2006). Najbolj Stevil€en je bil
tobamovirus PMMoV (virus blage lisavosti paprike), ki je v blatu bil v visoki koncentraciji in
ohranil sposobnost okuzZevanja rastlin. Virus PMMoV napada razlicne sorte paprik, njegova
prisotnost v CloveSkem prebavnem traktu pa izvira iz uZivanja z virusom okuZenih paprik in
prehrambenih izdelkov, proizvedenih iz njih (Peng in sod. 2015; Zhang in sod. 2006). V eni
izmed Studij so bili v ustno-zrelnem predelu in blatu dojenckov do enega leta starosti zaznani
genomi tobamovirusov, pri Eemer sta prednjacila ravno PMMoV in virus mozaika tropskega
soda jabolka (Aguado-Garcia in sod. 2020). Kljub prisotnosti virusa PMMoV v EloveSkem blatu
le-ta ni bil zaznan v vecini testiranih vzorcev Zzivalskih iztrebkov (Rosario, Symonds, in sod.
2009).

Tobamovirusi so bili zaznani tudi v razli¢nih okoljskih vzorcih, vkljuéno s prstjo (Fillhart in sod.
1998), v oblakih (Castello in sod. 1995) in vodi (Kuroda in sod. 2015). Genomska zaporedja
tobamovirusov so bila zaznana tudi v razlinih okoljskih vodah, vklju¢no s pitno vodo
(Haramoto in sod. 2013), balastno vodo (Haramoto in sod. 2013), namakalnih sistemih (Boben
in sod. 2007) in v mestnih ter podezeljskih odplakah (Fernandez-cassi in sod. 2018; Cantalupo
in sod. 2011). Visoka raznolikost vrst tobamovirusov je bila detektirana v predelanih vodah
(Rosario, Nilsson, in sod. 2009) in v odpadni vodi iz vtoka in iztoka ene izmed vedjih Cistilnih
naprav v Sloveniji (Bac¢nik in sod. 2020). V odpadni vodi v Sloveniji, je bilo odkritih deset vrst
tobamovirusov, vkljucno z genomskimi zaporedji virusa zelene lisavosti mozaika kumare
(CGMMV) (Bacnik in sod. 2020), ki je z ekonomskega vidika najpomembnejsi rastlinski virus,
katerega gostitelji so bu€evke (Dombrovsky & Smith 2017). Sekvence virusa ToBRFV so bile
prav tako odkrite v vzorcih vtoka, Se predno je bil ta virus odkrit na rastlinah v Sloveniji (Bacnik




in sod. 2020). To dejstvo nacne vpradanje o njegovem izvoru in prisotnosti v okolju, ki je s
trenutnimi metodami ne zaznamo, ter tveganju, ki ga predstavlja njegovo razsirjanje z vodo.

Poleg odkritja nukleinskih kislin, je bila v odpadnih vodah iz vioka in iztoka iz Cistilne naprave
potriena tudi prisotnost infektivnih tobamovirusov, kot so PMMoV, ToMV in TMGMV (virus
blagega zelenega mozaika tobaka) (Bacnik in sod. 2020). To dokazuje na tveganje, prisotno
pri nenadzorovani uporabi sicer precis€enih odpadnih vod v kmetijstvu. Infektivni tobamovirusi
pa niso bili odkriti le v odpadnih vodah. Infektivni delci virusa ToMV so bili zaznani v namakalnih
in odto€nih kanalih ter v vodah, ki se stekajo iz gozdov (Buttner & Nienhaus 1989; PleSe in
sod. 1996; Jezewska in sod. 2018). Od drugih tobamovirusov, so bili v rekah, namakalnih in
odtoc¢nih kanalih, gozdnih jarkih in v potoku odkriti infektivni virioni virusa TMV (ToSi¢ & ToSi¢
1984; Koenig & Lesemann 1985; Piazzolla in sod. 1986; PleSe in sod. 1996; Jezewska in sod.
2018). V eni izmed Studij je bil opisan tudi prenos virusa CGMMYV iz vode za namakanje na
rastline lubenic (Li in sod. 2016). Glede na predstavljene rezultate raziskav in informacije o
visoki stabilnosti tobamovirusov je pri vrednotenju tveganja okuzb polj$¢€in s porajajoCimi se
virusi potrebno upostevati tudi mehanizem njihovega razsirjanja preko vodnih medijev.

Potrjen prenos tobamovirusov iz odpadnih vod na testne rastline in prisotnost tobamovirusov
v odpadnih vodah kazZe, da se lahko infektivni rastlinski virusi v okolje preko odpadnih vod
naglo razsirijo na obmogja, do katerih pod naravnimi pogoji nimajo dostopa. V primeru stabilnih
tobamovirusov, kot sta virusa ToBRFV in TMMoV, lahko infektivni virusni delci odpadne vode
doseZejo Ze po uzivanju z virusom okuzZenih plodov paradiznika in paprike, saj taksni
tobamovirusi prestanejo ¢iS€enje in obdelavo vode v istilnih napravah. Visoka stabilnost jim
tako omogoc€a povratno spro$¢anje v okolisSko vodo in prst, preko katerih lahko nato okuZijo Se
vecje Stevilo rastlin. Zaradi moznosti prietka epidemije okuzb polj3€in je posebno pozornost
potrebno nameniti globalnemu trgovanju s plodovi paradiZznika in paprike, kjer bi se moralo
uvazati zgolj ¢e so certificirani s strani fitosanitarnega organa, ki tako zagotavlja, da plodovi
niso okuzeni z virusom ToBRFV (OEPP/EPPO 2020).

Zaradi moznosti prenosa patogenih tobamovirusov z vodo, se lahko pojavnost obolenj poljS¢in
(vkljuéno s paradiznikom in papriko) in moznost negativnih vplivov na ekosistem sunkovito
povisa (Mehle in sod. 2018). Stevilna vprasanja, trenutno aktualna na podrogju znanosti o
kmetijstvu in virologiji, zadevajo vpliv razSirjanja rastlinskih virusov preko vode in njihovega
prezivetja v vodnih okoljih na varnost poveCane uporabe odprtih in zaprtih hidroponi¢nih
sistemov (Mehle in Ravnikar 2012). Gojenje rastlin brez uporabe prsti je namre¢ vedno
pogosteje uporabliena metoda v kmetijstvu. V zaprtem sistemu se raztopina hranil, Ze
dovedena rastlinam, zbere, obnovi in reciklira, v odprtem sistemu pa se te ne obnavlja ali
reciklira, lahko pa se jo zbere (Stanghellini in Rasmussen 1994). Tehnika gojenja brez prsti
prinada prednosti predvsem kmetom, ki se soolajo s tezavami, kot so prisotnost nematod in
talnih patogenov ter pomanjkanje oziroma neuravnoveSenost hranil v okoliski prsti (Schnitzler
2004; Stanghellini in Rasmussen 1994). V hidroponskem sistemu bo vecina rastlin veckrat
inokuliranih ne glede na to, ali je bil patogeni virus prisoten v izvorni napajalni vodi ali je vanjo
vstopil tekom kroZenja po sistemu. Zato je pred ponovno uporabo vode za gojenje poljs€in
potrebno natanéno ovrednotiti tveganje za okuzbo in posledicno mozno izgubo celotnega
pridelka (Bandte in sod. 2009).

Do pri¢etka tega projekta je bilo izvedenih le pe&€ica podrobnih raziskav o prenosu rastlinskih
virusov preko vode, pri ¢emer se nobena ni osredotoCila na razSirjanje porajajoCih se
tobamovirusov. V eni izmed naSih raziskav smo prenos virusa mozaika pepina (PepMV;
poteksvirus), virusa Y krompirja (PVY; potivirus) in viroida vretenatosti gomoljev krompirja
(PSTVd; pospiviroid) z vodo v hidroponi¢nih sistemih Ze potrdili (Mehle in sod. 2014). V tej
pionirski Studiji smo dokazali, da virus PepMV v vodi sobne temperature ostane stabilen do
treh tednoy, virus PVY do enega tedna, viroid PSTVd pa pri enakih pogojih ostaja stabilen do




sedem tednov. Ti patogeni lahko iz korenin izstopajo v raztopino hranil, se z njo prenasajo po
celotnem sistemu ter okuZijo preostale rastline. Vanje vstopijo preko korenin in se razSirijo do
ozelenelih delov, v katerih se prisotnost virusa lahko zazna po nekaj mesecih. Tekom poskusov
smo opazili, da lahko okuzbe korenin ostanejo omejene na ta rastlinski organ ali pa se razsirijo.
V tem primeru se okuzba s precejSnjim ¢asovnim zamikom prenese na poganjke rastlin in se
neenakomerno izrazi po celotni rastlini. lzsledki Studije nakazujejo, da voda morda ni
najpomembnejsi medij za prenos virusov PepMV, PVY in viroida PSTVd med rastlinami,
vendar pa kljub temu omogoca okuzbo posameznih rastlin. Pri tem se lahko virusi in viroidi
naglo prenesejo na druge rastline preko vektorjev, mehanskih postopkov ali drugih naéinov, ki
ne vkljuCujejo razsirjanja z vodo. Zaradi visoke stabilnosti in hitrega razSirjanja virusov PepMV
in PVY, viroida PSTVd ter drugih tobamovirusov je pri raziskavah prenosa virusov preko vodnih
medijev potrebno upostevati Se navedene dodatne nacine razsirjanja. Poleg tega se je pri
interpretaciji rezultatov potrebno zavedati, da lahko stabilni tobamovirusi rastline okuzijo ne le
preko korenin, temvec¢ tudi ozelenelih delov rastlin. Virus v tem primeru v rastlino vstopi preko
mikroskopskih ran, ki se lahko na njeni povrsini pojavijo zaradi vetra ter ob postopku zalivanja
oziroma namakanja in drugih kmetijskih dejavnostih (Mehle & Ravnikar 2012).

Namen projekta je bil potrditi vse ve¢ dokazov iz literature, ki kazejo, da je voda pomemben
dejavnik v epidemiologiji tobamovirusoy, in oceniti, ali je potrebno uvesti spremljanje prisotnosti
virusov v vodnih virih, ki se uporabljajo za nhamakanje, za napovedovanje ali prepreCevanje
izbruhov virusnih bolezni. Prisotnost tobamovirusov v razli¢nih okoljskih vzorcih poudarja
potrebo po razvoju metod za njihovo spremljanje in oceno njihovega potencialnega bioloskega
vpliva na pridelavo rastlin. Glavne izzive pri zaznavanju in karakterizaciji rastlinskih virusov v
vodnih vzorcih navadno predstavljajo nizke, vendar kljub temu infektivhe koncentracije zivega
virusa ter tehni€ni izzivi pri koncentriranju in zaznavanju prou¢evanega virusa (Bacnik in sod.
2020). Viruse lahko iz vodnega medija pridobivamo z razli€nimi nacini koncentriranja, Ki
obsegajo precipitacijo virusnih delcev, ultracentrifugiranje, ultrafiltracijo ali eno izmed
adsorpcijskih metod (Fong and Lipp 2005). Metoda, ki jo uporabliamo v zadnjem desetletju in
ki nam omogoca koncentriranje rastlinskih in humanih virusov iz relativno velikih volumnov
vodnih vzorcev, u€inkuje na osnovi monolitske kromatografije z uporabo CIM (convective
interaction media) diskov. Za koncentriranje razli¢nih enteri¢nih virusov in tobamovirusov smo
uporabili CIM QA (torej pozitivno nabit kvartarni amin) anionsko-izmenjevalne monolitske
kolone (Steyer in sod. 2015; Baénik in sod. 2020). Z njimi smo iz vzorcev vode iz pipe, vode iz
rek in odpadne vode uspesno pridobili izolate virusov PMMoV, ToMV in TMMoV (Bac¢nik in sod.
2020). Ceprav je opisana tehnika za koncentriranje virusov izredno uginkovita, za njeno
izvedbo potrebujemo specifiCno laboratorijsko opremo, na primer FPLC kromatografski sistem,
ter zadostno znanje s podrocja kromatografije, zato je potreben razvoj v smeri enostavnejsih
pristopov, ki se lahko uporabljajo na kraju samem ali v laboratorijih z zelo osnovno opremo.
Obetavne alternativne metode koncentriranja, za izvedbo katerih uporabnik ne potrebuje
specializirane opreme in dodatnega znanja so na primer ultrafiltracija na kolonah Centricon
(Millipore) in kiti za ekstrakcijo virusne RNA oziroma DNA iz vzorcev odpadnih vod in
koncentriranje le-te (Promega). Slednja se je uporabljala za nadzor nad pojavljanjem virusa
SARS-CoV-2 v odpadnih vodah (Ahmed in sod. 2020). Nenazadnje, cilj je tudi preprosta
laboratorijska metoda, ki jo lahko uporabnik izvede neodvisno od komercialnih kitov ali filtrov,
kot na primer precipitacija s polietilen glikolom (Hjelmsg in sod. 2017).

Zaradi znatnega pomena virusa ToBRFV in tveganja za njegov vnos v in razSirjanje po
evropskih drzavah je komisija Evopske unije 26. septembra 2019 uvedla doloCilo o nujnih
ukrepih v primeru pojava tveganja (Commission Decision (EU) 2019/1615), ki je veljalo za
drzave Evropske unije. Obenem so bili diagnostiki, raziskovalci in druge interesne skupine s
strani Evropske unije spodbujeni, da sodelujejo pri ovrednotenju in razvoju najbolj zanesljivih
in ucinkovitih testov za zaznavanje in identifikacijo virusa ToBRFV v vzorcih ter njihovi
validaciji. lzvedla sta se dva evropska projekta za validacijo Stevilnih molekularnih testov




Tobamo

(razliéni RT-gPCR, RT-PCR, LAMP, Agdia AmplifyfRP® XRT) za zaznavanje in identifikacijo
virusa ToBRFV v rastlinskem in semenskem materialu (evropski projekt H2020 Valitest in
projekt Euphresco 2019-A-327), a v nobenem primeru ni bila vklju¢ena validacija za hamen
testiranja vode in tudi ne za namen testiranja vzorcev na kraju samem.

Ker namakalna voda lahko vsebuje tudi druge tobamoviruse, ki se Sirijo preko vode, je za
nadzor nad v kmetijstvu uporabljenimi vodami pomembna uporaba generi¢nih testov. Z
uporabo tehnik HTS smo v najrazli¢nejsih okoljskih vzorcih, vkljuéno z odpadno vodo, zaznali
nukleinske kisline razlicnih tobamovirusov (Bacnik in sod. 2020). Tehnika omogoca
pridobivanje celostnih ali skoraj popolnih zaporedij virusnih genomov, zaradi esar je izjemno
primerna za identifikacijo virusov (van de Vossenberg in sod. 2020). Ker je HTS ¢asovno
zahtevna in predstavlja velik finanéni vlozek, so Sle raziskave v smeri tehnologije Nanopore
sekvenciranja (npr. projekt ARRS L7-2632 in projekt Euphresco Virfast 2017-A-243). Prednosti
Nanopore tehnologije, izvedene na MinlION napravi, predstavljagjo predvsem njena
kompaktnost, moznost uporabe na terenu in napajanja preko USB-kabla. Obenem je trzno
dostopna, relativno hitra in preprosta za uporabo (Chalupowicz in sod., 2018). Za zaznavanje
tobamovirusov v okuzenih rastlinah se lahko uporablja tudi eden izmed generi¢nih klasicnih
protokolov RT-PCR (Letschert in sod. 2002; Li in sod. 2018; Levitzky in sod. 2019; Menzel in
sod. 2019). Glavna pomanjkljivost pri spremljanju vzorcev vode z vsemi omenjenimi
generi¢nimi preskusi je ta, da morda ni mogoce zaznati zelo nizkih koncentracij virusa, kar je
pricakovano in tudi pomembno za vzorce vode. Torej, v primeru monitoringa vod za
spremljanje morebitne prisotnosti tobamovirusov, potrebujemo obdcutljive, bodisi za
tobamoviruse genericne ali pa specificne RT-qPCR teste.
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Uporabljena metoda dela

Projekt je obravnaval porajajoCe tobamoviruse, ki so sposobni okuzevanja ekonomsko
pomembnih poljs€in, njihov epidemioloski potencial ter mehanizem prenosa preko
vodnih medijev. Delo je bilo deljeno na tri delovne pakete (DP), kot prikazuje Slika 1.

DP1 Katalog sekvenc moznih novih tobamovirusov in njihova karakterizacija

Namen prvega delovnega paketa je bilo iskati nove in ze poznane tobamoviruse preko meta-
analize znatnega Stevila Ze objavljenih podatkovnih serij. Zaporedja, ki so bila predmet
pregleda, so bila pridobljena z analizo vzorcev odpadnih vod, vzorcev €Eloveskega in Zivalskega
blata ter transkriptoma razli¢nih vrst rastlin. V obliki kataloga smo pripravili zbir zaporedij
moznih novih tobamovirusov ter te genomsko okarakterizirali. Obenem smo izvedli Se
filogenetske analize in analize rekombinacije dobljenih zaporedij virusni genomov.

Naloga 1.1: Zbiranje metagenomskih podatkov za analizo

Iz javnih podatkovnih smo zbrali raznolike serije podatkov iz nakljuénega (shotgun)
sekvenciranja virusne RNA v vzorcih, pridobljenih iz razliénih okolij: (i) vzorce odpadnih vod
(odplake, vtok, iztok, predelana voda); (ii) vzorce blata (Clovesko, Zivalsko); in (iii) tkiva razlicnih
vrst rastlin (polj&Cine, divje vrste). Podatke smo pridobili iz podatkovne zbirke 1000 Plant (1KP)
Transcriptomes in z uporabo orodja Serratus, ki omogoca pregled vseh zaporedij odlozenih v
najvecji zbirki kratkih zaporedij (NCBI SRA). S pomodjo orodja snakemake smo razvili
programski delotok, ki omogoc¢a avtomatsko analizo takih podatkov in vsebuje razli€ne korake.
Surovi odc¢itki ali de-novo sestavljeni kontigi so bili pregledani in opredeljeni z dostopnimi
metapodatki, kot so npr. ime izvirne podatkovne serije in podatkovne baze, tip okolja, iz katerih
vzorec izhaja, in tamkajsnji Ze poznani gostitelji tobamovirusov, lokacije vzoréenja, uporabljene
tehnologije sekvenciranja.. Na ta nacin vzpostavljene podatkovne baze smo uporabili v
analizah, opisanih v tockah 1.2 in 1.3.

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

Serije podatkov sekvenciranja, pri katerih so bila zaznana zaporedja, podobna tobamovirusnim
zaporedjem, so bila izbrana za nadaljnje analize. Skupine od¢itkov so bile z algoritmi de-novo
sestavljanja, kot sta SPAdes (Bankevich in sod. 2012) in metaSPAdes (Nurk in sod. 2017),
zdruzZene v kontige. Za detekcijo moznih tobamovirusnih zaporedij v zbirkah metagenomskih
podatkov je bilo izvedeno iskanje podobnosti med vrstami na proteinskem nivoju, pri Eemer so
bila prevedena nukleotidna zaporedja iz vzpostavljene podatkovne baze primerjane z bazo
podatkov vseh poznanih (klasificiranih in neklasificiranih) proteinskih zaporedij vrst rodu
Tobamovirus. Pri tem so bili uporabljeni algoritmi, ki so omogodili hitro in obcutljivo analizo
obseznih podatkovnih serij virusnih zaporedij na osnovi programskih orodij BLASTX in
Diamond za iskanje podobnosti (Buchfink in sod. 2015; Steinegger in S6ding 2017; Skewes-
Cox in sod. 2014) in za odkrivanje moznih novih vrst tobamovirusov. Vsi ti koraki so bili prav
tako dodani v avtomatiziran delotok izdelan s pomoc¢jo orodja snakemake. Serije podatkov
sekvenciranja, pri katerih so bila zaznana zaporedja, podobna tobamovirusnim zaporedjem,
so bila izbrana za nadaljnje analize. Skupine odc¢itkov so bile zdruzene v kontige z algoritmi
de-novo zdruzZevanja, kot sta SPAdes (Bankevich in sod. 2012) in metaSPAdes (Nurk in sod.
2017). Rezultat bioinformacijske analize je nova podatkovna serija, ki je bila ponovno
pregledana za podobnosti med zaporedji z uporabo zgoraj opisanih pristopov, pri ¢emer so bili
dobljeni kontigi, podobni zaporedjem tobamovirusov, preneseni v novo podatkovno bazo. V
podatkovni bazi smo zbrali zaporedja, ki so glede na analize iz prejSnjih toCke ustrezala




kriterijem, na podlagi katerih smo sklepali, da morda predstavljajo tobamoviruse. To so bila
zaporedja novih in Ze znanih tobamovirusov.

Naloga 1.3: Priprava neredundantne baze podatkov sekvenc novih tobamovirusov s
pripadajoéimi metapodatki

Kontigi, ki niso bili klasificirani kot Zze poznani tobamovirusi, so bili dalje analizirani z razli¢nimi
pristopi. Med seboj iziemno podobni kontigi so bili zdruzeni glede na merila za razmeijitev vrst
mednarodnega komiteja o taksonomiji virusov (International Committee on Taxonomy of
Viruses). Metapodatki povezani z izvornimi vzorci, iz katerih smo pridobili zaporedja, so bili
pridobljeni iz podatkovne baze izdelane v tocki 1.1. Kontigi izbranih domnevno novih
tobamovirusov so bili nato anotirani. Glede na organizacijo genoma tobamovirusov in
primerjavo pridobljenih rezultatov s podatki baze InterproScan ter orodij Getorf in Orfipy so bili
napovedani mozni virusni bralni okvirji. Na ta nacin smo pridobili neredundanten seznam
potencialno novih tobamovirusov.

Naloga 1.4: Filogenetska in rekombinacijska analiza sekvenc tobamovirusov

Za namene razumevanja filogenetskih odnosov med poznanimi in na novo zaznanimi
domnevnimi tobamovirusi smo iz podatkovne baze GenBank in obsezne zbirke
metagenomskih podatkov RVMT (https://riboviria.org) zbrali podatke o zaporedjih virusov, ki
so tako uvrs€eni v rod Tobamovirus ali pa so podobni virusom uvrs€enim v ta rod. Izvedli smo
Stevilne poravnave zaporedij genomskih sekvenc domnevnih novih vrst z zaporedji Ze
poznanih tobamovirusov. Analize smo opravili na ve€ nivojih — za veliko Stevilo zaznanih
virusov na podlagi kratkih ohranjenih zaporedij in na podlagi daljSih zaporedij za manjSe
skupine virusov, za katere smo pridobili celotna zaporedja. Za analizo so bile uporabljene
filogenetske analize na osnovi pristopov najvecjega verjetja (Guindon in sod. 2010), kar je
omogocilo dodatno klasifikacijo domnevnih novih vrst tobamovirusov.

Za bolj avtomatsko taksonomsko klasifikacijo sestavljenih zaporedij, ki jih pridobimo iz takih
podatkov, smo na podlagi simulacij parnih poravnav tobamovirusov in njim sorodnih virusov iz
druzine Virgaviridae pripravili orodje, ki s pomocjo strojnega u¢enja omogoca tako klasifikacijo.
Orodje in njegove prednosti in omejitve smo testirali na reprezentativnem setu znanih
tobamovirusov pa tudi na setu zaporedij, ki smo jih pridobili v nalogi 1.3.

DP2 Studija epidemiologije, povezane z vodo

Namen tega delovnega paketa je bil ovrednotiti sposobnost razSirjanja porajajoCih se
tobamovirusov z vodo in moznost njihovega prezivetja v vodnem okolju. PripadajoCi poskusi
so bili izvedeni z uporabo eksperimentalnega sistema, ki smo ga razvili za druge rastlinske
viruse in viroide, ki se prenasajo mehansko (Mehle in sod. 2014). Raziskave stopnje prezivetja
so dolocile, kako dolgo lahko izbrani tobamovirusi v vodi prezivijo. RazSirjanje virusov smo
spremljali z uporabo eksperimentalnega hidroponi¢nega sistema in na primeru gojenja rastlin
na substratu, pri katerem se inokulum vbrizga direktno v substrat. Tak pristop nam je omogocal
testiranje postavljene hipoteze, da voda predstavlja alternativnho pot za infekcijo rastlin z
virusoma ToBRFV in ToMMV, ter ovrednotenje ucinkovitosti takSne poti prenosa virusov in
njenega pomena za pridelovanje poljS&in.

Vsi poskusi iz tega DP so bili izvedeni z izolatom ToBRFV PV-1236 oziroma z izolatom ToMMV
PV-1267, ki smo ju pridobili iz zbirke DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures GmbH). V primeru poskusov s TOBRFV smo kot testne rastline uporabili paradiznik
cv. Moneymaker, v primeru ToMMV pa paradiznika cv. Roma.




Naloga 2.1 Prezivetie ToBRFV in ToMMV v vodnem okolju

Za ovrednotenje moznosti prezivetja virusov ToBRFV in TOMMV v namakalnih vodah smo
izvedli dva lo¢ena poskusa. Najprej smo izolata virusov ToBRFV in ToMMV namnozili v testnih
rastlinah paradiznika. Nato smo njihove liste homogenizirali z uporabo vreck za ekstrakcijo in
roénega homogenizatorja, ostanke rastlinskega tkiva iz homogenata odstranili ter pripravili
razli¢ne razredCitve virusa v vodi. Z mehansko inokulacijo testnih rastlin paradiznika smo
najprej preverili minimalno koncentracijo virusa v vzorcu vode za uspesno mehansko okuzbo
testnih rastlin.

Na podlagi tega preliminarnega poskusa so bile nato za vsak virus izbrane tri red¢ine virusa v
vodi, s katerimi smo preverjali preZivetje. Red¢ine virusa v vodi smo ve¢ mesecev hranili v
karantenskem rastlinjaku z nadzorovanimi pogoji. Vsak teden smo testirali vodo z RT-gPCR
(razvitim in/ali validiranim v okviru naloge 3.2) z namenom preverjanja prisotnosti virusne RNA.
Obenem smo z mehansko inokulacijo 4-5 testnih rastlin paradiznika vsak teden tudi ovrednotili
kuznost kontaminirane vode. Mehansko inokulirane testne rastline smo vzdrZzevali v
karantenskem rastlinjaku in 4 tedne po inokulaciji preverili, ¢e so rastline razvile bolezenske
znake, z RT-gPCR pa smo preverili, Ce se je virus v testnih rastlinah namnozil. V Studijo je bilo
vklju€enih vec¢ kontrolnih rastlin, ki so bile inokulirane z vodo brez dodanega virusa, pri cemer
smo odsotnost okuzbe prav tako potrdili z molekularnimi testi.

Naloga 2.2 Prenos virusov ToBRFV in ToMMV preko vode v eksperimentalnih hidroponiénih
sistemih

Za posamezni testni virus smo oblikovali in pripravili ve€ lo€enih eksperimentalnih sistemov
hidroponije, vsi pa so se nahajali v karantenskem rastlinjaku z nadzorovanimi pogoji. Rastline
paradiznika, mehansko inokulirane z virusom ToBRFV oziroma ToMMV, smo posadili v steklen
akvarij (6 rastlin na akvarij velikost 0.6 x 0.4 x 0.4 m), napolnjen z hranilno raztopino. V loCene
akvarije smo posadili zdrave rastline paradiznika, ki smo jih imeli za vabo (6 rastlin na akvarij
velikost 0.6 x 0.4 x 0.4 m). Slednje smo namakali v hranilni raztopini, pridobljeni iz akvarija
okuzenih paradiznikov. Pri delu smo bili pozorni, da ni bilo stika med okuzZenimi rastlinami in
t.i. rastlinami za vabo ter med hranilno raztopino in zelenimi deli rastlin. Tekom poskusa smo
hranilno raztopino iz akvarija z okuZenimi rastlinami preérpavali vsak teden neposredno do
korenin rastlin, ki smo jih imeli za vabo. Na$i poskusni pogoji so tako ponazarjali dejanske
hidroponi¢ne sisteme, pri katere velja, da so lahko rastline v stiku z reciklirano vodno raztopino
tekom rastne sezone ve€ mesecev. Za dodatno posnemanje resni¢nih pogojev v hidroponi¢nih
sistemih, pri katerih se lahko pojavijo poSkodbe korenin zaradi makrobiotskih dejavnikov in
njihove rasti na stekleni volni, smo v nekaterih od poskusov ob&asno nezno ali nekoliko bolj
grobo premesali korenine okuzenih in neinokuliranih rastlin. Vsak teden smo vzorcili zelene
dele poskusnih rastlin in hranilno raztopino ter jih analizirali z RT-gPCR (glej to¢ko 3.2).
Infektivnost hranilne raztopine smo preverili z mehansko inokulacijo testnih rastlin. Znotraj
istega rastlinjaka smo so¢asno goijili in analizirali tudi ve¢ neinokuliranih kontrolnih rastlin, ter
redno izvajali analize sveze pripravljene (kontrolne) hranilne raztopine. V poskusih s ToBRFV
smo skusali ovrednotili tudi parametre raztopine v eksperimentalnem hidroponiénem sistemu
z uporabo senzorja, ki omogoca istoCasno zaznavanje veC parametrov in ki so ga razvili
podjetje BIA d.o.o. in preostali €lani projekta EUREKA WaQuMoS.

Naloga 2.3 Prenos ToBRFV in ToMMV z vbrizgavanjem onesnazene vode v substrat

Poskusi za izbrana virusa (ToBRFV in ToMMV) so bili izvedeni loeno v karantenskem
rastlinjaku pod kontroliranimi pogoji. Sadike in/ali semena paradiznika smo posadili v prst (ena
sadika na loncek), z brizgalko pa vsak teden dodajali sveze pripravljeno vodo z dodanim
virusom (ekstrakt okuzenih listov z odstranjenimi rastlinskimi ostanki) in/ ali hranilno raztopino




iz akvarija z okuzenimi rastlinami. Ob vsakem zalivanju z onesnazeno vodo, smo koli¢ino
virusa v vodi ocenili z RT-gPCR (glej to¢ko 3.2). V poskus je bilo vklju€enih vec kontrolnih
rastlin, zalitih izkljuéno z vodo brez virusa. Redno smo opazovali pojav simptomov, z RT-gPCR
pa preverjali prisotnost virusa v novo zraslih zgornjih listih rastlin.

DP3 Razvoj ucinkovitega diagnostiCnega postopka za spremljanje porajajo¢ih se
tobamovirusov v vzorcih vode

Namen tretjega dela projekta je bil izboljSati ze obstojeCe teste za nadzor nad porajajoCimi se
virusi v razlicnih vzorcih vode in razviti dodatne teste, ki bodo izboljSali zanesljivost
diagnosti¢nih postopkov. Cilj je bil tudi preveriti in pripraviti osnovo za hitre, zanesljive, cenovno
dostopne in relativho preproste metode testiranja vodnih vzorcev na terenu.

Naloga 3.1 Koncentriranje (tobamo)virusov iz vode

Preizkusili smo razlicne postopke koncentriranja tobamovirusov iz razli¢nih vzorcev in razli¢nih
volumnov vod. Vzorce namakalne vode z volumnom do 5.0 L smo z uporabo FPLC sistema
AKTA pure 25M (GE Healthcare) koncentrirali na 8 mL CIM-QA kolonah. Izvedli smo Se korak
pred filtracije s filtri z mejno velikostjo por 800 nm. Koncentrirani virusi so bili s kolone sprani s
povecanjem koncentracije NaCl, in sicer ali preko izokratskega gradienta ali direktnega
spiranja. RNA izolirana iz koncentriranih vzorcev je bila testirana z RT-gPCR. Za povecanje
dostopnosti opisane metode za manj specializirane laboratorije in za proizvodnje nasade smo
v sodelovanju z industrijskim partnerjem BIA d.o.o. iskali bolj primerne resitve, pri ¢emer smo
se osredotodili na moznost optimizacije Erpalke, detektorja UV-Zarkov, ventilov in razli¢nih tipov
filtrov za predfiltracijo vzorcev vode. Pri iskanju reSitve smo upostevali dejstvo, da Cista voda
potrebuje izjemno preprosto predfiltracijo, pri nekaterih drugih vzorcih (npr. vzorcih vode iz
hidroponi¢nih sistemov) pa je predfiltracijo predvidoma potrebno izvesti veckrat ter da bi za
uCinkovanje vseh komponent filtrirnega sistema morala zadostovati elektricna energija iz
avtomobilske baterije. Preizkusili smo tudi nov material polyHipe kot stroSkovno ucinkovitejSo
alternativo monolitom CIM za koncentriranje tobamovirusov, da bi ga lahko vkljucili v
specifikacije prototipa sistema/naprave za koncentriranje tobamovirusov iz vode.

Dodatno smo ovrednotili alternativhe metode koncentriranja virusa iz razlicnih vzorcev vod, ki
za svojo izvedbo ne zahtevajo kompleksne opreme in dodatnega znanja. V poskuse so bili
vklju€eni vzorci okoljskih vod, ki Ze naravno vsebujejo nekatere tobamoviruse (npr. PMMoV),
. Metode, ki smo jih primerjali z razvitim sistemom koncentriranja, so vkljucevale med drugimi
ultrafiltracijo s Centricon 70-10 kDa MWCO enotami, kiti za ekstracijo in koncentriranje virusne
RNA podjetja Promega ter precipitacija infektivnih virusov s polietilenglikolom. VZa posamezno
metodo smo dolo€ili ¢asovno ucinkovitost ter stroSke pridobivanja virusa ter pridobljene
rezultate primerjali z lastnostmi naSe interno razvite CIM kromatografske metode. Obenem
smo dologili, ali uporaba manjSih zacetnih volumnov (npr. ~100 mL za metodi Centricon in
Promega) negativno vpliva na obcutljivost konéne detekcije virusov. Z vzorci niZjih volumnov
se namrec lazje rokuje, obenem pa jih je preprosteje transportirati, navadno kar preko obi¢ajne
poste.

Naloga 3.2 Metode odkrivanja in identifikacije tobamovirusov

Na trgu so na voljo Stevilni molekularni testi za zaznavanje in identifikacijo virusa ToBRFV v
vzorcih, vendar noben od njih ni bil validiran za namen testiranja vodnih vzorcev. Posledi¢no
smo v okviru tega projekta izbrali visoko obcutliiv RT-gPCR (Menzel in Winter, 2020; v
nadaljevanju M&W) ter ovrednotili njegovo ucinkovitost za zaznavanje ToBRFV v vodnih
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medijih glede na zahteve standarda EPPO PM7/98(4). Poleg tega smo ovrednotili teste, ki bi
bili lahko primerni za ugotavljanje prisotnosti TOBRFV na terenu — to vklju€uje komercialno
dostopen hiter seroloSki test (lateral flow immunochromatography; ImmunoStrip®, Agdia,
USA) in metodo LAMP (loop-mediated isothermal amplification) (Sarkes in sod. 2020) (slednjo
smo evalvirali v sodelovanju s Fera, UK).

V sklopu projekta smo v sodelovanju s CREA (ltalija) oblikovali specificen in obdcutljiv
molekularni test RT-gPCR za ToMMV. Razvit test smo validirali — ocenili njegovo obcutljivost,
specificnost ter tocnost in natanénost za zaznavanje ciljnega tobamovirusa v razlicnih medijih,
tako v vodi kot tudi v vzorcih rastlinskega tkiva. Za namen ugotavljanja prisotnosti ToOMMV na
mestu vzorcenja pa smo evalvirali dva izotermalna molekularna testa specificna za ToMMV:
RPA (recombinase-polymerase amplicon) test z AmplifyRP® XRT kitom (Agdia, USA) in LAMP
test z oligonukleotidnimi za€etniki po Kimura in sod. (2023). Teste za TOMMV, ki smo jih razvili
oziroma modificirali in evalvirali v okviru tega projekta smo nato skupaj z nekaterimi drugimi
testi za ToMMV (RT-PCR Levitzky in sod (2029) + sekvenciranje PCR produkta, RT-PCR
Loewe, RT-PCR Sui in sod. (2017), RT-qPCR DAFF DEECA, RT-qgPCR Fowkes in sod. (2022),
RT-gqPCR ISF) vkljugili v medlaboratorijsko primerjavo testov, ki smo jo organizirali v okviru
Euphresco projekta 2022-A-394 (Validation of molecular diagnostic methods for the detection
and identification of tomato mottle mosaic virus).

Za zanesljivo evalvacijo vodnih vzorcev, ki morda vsebujejo tudi druge tobamoviruse,
sposobne prenosa z vodo, so bila zaporedja, pridobljena iz podatkovne baze NCBI GenBank,
uporablijena za poskus razvoja visokoobdcutljivih generi¢nih molekularni testov RT-gPCR,
sposobnih detekcije kljunih tobamovirusov. Hkrati je bila preverjena tudi moznost uporabe
drugih za tobamoviruse generi¢nih metod.
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Slika 1: Povzetek strukture projekta s podanimi delovnimi paketi (DP) in nalogami ter vkljucenimi partnerji. NIB, Nacionalni
institut za biologijo; BIA, BIA d.o.o0.; UL-FRI, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za racunalnistvo in informatiko. Opomba: nekatere
podnaloge znotraj naloge 3.2. bodo narejene s pomocjo izmenjave znanja z zunanjo sodelujo¢o organizacijo, CREA (Consiglio
per la Ricerca in Agricoltura e I'Analisi dell'Economia Agraria, Centro di Ricerca Difesa e Certificazione, Rim, Italija).
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Rezultati raziskave

V okviru projekta smo pripravili katalog sekvenc moznih novih tobamovirusov in jih
okarakterizirali, raziskali moznost Sirjenja TOBRFV in ToOMMV preko vodnih medijev ter razvili,
optimizirali in validirali u€inkovite diagnosti¢ne postopke za spremljanje tobamovirusov v
vzorcih vode. V nadaljevanju podajamo podrobnejSi opis rezultatov projekta po posameznih
delovnih sklopih.

DP1 Katalog sekvenc moznih novih tobamovirusov in njihova karakterizacija

V okviru tega delovnega paketa smo se osredotoCili na iskanje novih in Zze poznanih
tobamovirusov preko meta-analize izbranih ze objavljenih podatkovnih setov.

Naloga 1.1: Zbiranje metagenomskih podatkov za analizo in
Naloga 1.2: Iskanje znanih in moznih sekvenc novih tobamovirusov v naboru podatkov

V prvem letu projekta smo zaceli z zbiranjem metagenomskih podatkov v okviru Naloge 1.1 in
sicer smo se najprej usmerili v nabor transkriptomskih podatkov razli¢nih rastlinskih vrst. Pri
tem smo si pomagali s podatki mednarodnega multidisciplinarnega konzorcija imenovanega
1000 Plant (1KP) Transcriptomes, ki je zbral podatke o ve¢ kot 1000 rastlinskih vrstah na
podlagi tehnologije visokozmogljivega sekvenciranja. Za analizo sestavljenih sekvenc
rastlinskih transkriptomov v okviru Naloge 1.2 smo najprej oblikovali bazo podatkov
tobamovirusnih proteinskih sekvenc (vkljuéenih 2177 sekvenc). Sestavljene sekvence
rastlinskih transkriptomov smo nato primerjali z uporabo orodij diamond in blastx tako s
tobamovirusno bazo kot s celotno proteinski bazo vseh organizmov. Pri rezultatih, ki smo jih
pridobili na ta nacin, smo se osredotolili na zaporedja, klasificirana znotraj druzine
Virgaviridae. Zaznali smo prisotnost celothega genoma znanega tobamovirusa
(odontoglossum ringspot virus). Poleg tega smo v nekaterih transkriptomih rastlin zaznali tudi
prisotnost potencialnih novih virga-like in tobamo-like zaporedij z relativno nizkimi podobnostmi
Z znanimi virusi, npr. v podatkovnem setu povezanem s sladkornim trsom.
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1o - Rehmannia mosaic virus NC 008041
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“J Tomato mottle mosaic virus NC 022230
w0 | Tomato mosaic virus NC 002692
Bell pepper mottie tobamovirus NC 009642
Chili pepper mild mottle virus MN164455
Pepper mild mottle virus NC 003630
L Tropical soda apple mosaic virus NC 030229
i Brugmansia mild mottle virus NC 010944
Yellow tailflower mild mottle virus NC 022801
Obuda pepper virus NC 003852
Paprika mild mottle virus NC 004106
L— Tobacco mild green mosaic virus NC 001556
Hoya chlorotic spot virus NC 034509
Sichuan virgavirus MW897265
Odontoglossum ringspot virus NC 001728
Streptocarpus flower break virus NC 008365
. Ribgrass mosaic virus NC 002792
Plantago tobamovirus 1
Turnip vein-clearing virus NC 001873
i f Wasabi mottle virus NC 003355

« |y Youcai mosaic virus NC 004422
r ] Chinese Rape mosaic virus 2211419A
L Sugarcane associated tobamovirus 1

 — Frangipani mosaic virus NC 014546

_E Plumeria mosaic virus NC 026816
Passion fruit mosaic virus NC 015552
Hibiscus latent Fort Pierce virus NC 025381
Hibiscus latent Singapore virus NC 008310
Cucumber green mottle mosaic virus NC 001801
Cucumber mottle virus NC 008614
Cucumber fruit mottle mosaic virus NC 002633
Kyuri green mottle mosaic virus NC 003610

|2
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2 L Zucchini green mottle mosaic virus NC 003878
Clitoria yellow mottle virus NC 016519

- Cactus mild mottle virus NC 011803
_ERattail cactus necrosis associated virus NC 016442
Pea early browning virus RNA1 NC 002036.1
Tobacco rattle virus RNA1 NC 003805.1

—_—

Slika 2: Odkritje novega tobamovirusa iz podatkov 1000 Plant (1KP) Transcriptomes. Na sliki je prikazan rezultat preliminarne
analize: filogenetsko drevo pridobljeno z metodo najvecjega verjetja, ki je pripravljeno na podlagi poravnave zaporedja
domnevno novega tobamovirusa z znanimi predstavniki tega roudu. Gre za virus (oznacen z modro — Sugarcane associated
tobamovirus 1), ki je bil odkrit v metatranskriptomskih podatkih pridobljenih iz sladkornega trsa.

V drugem delu smo nadaljevali z analizo metagenomskih podatkov drugih tipov vzorcev, pri
¢emer smo za iskanje najbolj perspektivnih vzorcev za nase analize uporabili pred kratkim
uporablijeno orodje in bazo podatkov Serratus. Gre za objavo mednarodne skupine
znanstvenikov, ki so vzpostavili racunalnisko infrastrukturo in analizirali sekvenéne podatke iz
priblizno Sestih milijonov bioloSkih vzorcev. Iskali so izkljuéno zaporedje gena od RNK odvisne
RNK polimeraze (RdRp) oziroma t.i. palmprint, znacilnega za vse RNK viruse. Nasli so sledi
vec kot 130 tisoc razli€nih potencialnih novih virusov. Pomemben del Studije pa je predstavljalo
tudi oblikovanje javno dostopne baze rezultatov Studije, ki so na voljo raziskovalcem, ki Zelijo
poglobiti analize za specificne skupine virusov ali gostiteljev. Da bi lahko optimalno izkoristili
te najnovejSe izsledke v okviru Naloge 1.1, smo za iskanje po Serratus podatkih z orodjem
PalmID uporabili RdRp zaporedja vseh znanih tobamovirusov. Na ta nadin smo za vsak znan
tobamovirus pridobili seznam metagenomskih podatkov, kjer so bila zaznana zaporedja s
podobnostjo temu virusu. Za nadaljnje analize smo izbrali metagenomske podatke, v katerih
je bila zaznana identiteta na ohranjenih delih RdRp med 50% in 95%. lIzvor tako izbranih
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metagenomskih podatkov so bili razli€ni okoljski vzorci (voda, odpadna voda, zemlja), vzorci
CloveSkega in zivalskega blata ter razliCne rastlinske, nevretenCarske in tudi vretencarske
vrste. Za slednje smo z nadaljnjimi analizami pridobili najmanj rezultatov oziroma podobnosti
s tobamovirusmimi sekvencami.
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Slika 3: Primer pridobivanja rezultatov s pomocjo orodja Serratus (https://serratus.io). Na sliki je prikazan rezultat iskanja
zaporedij podobnih virusu zelene lisavosti mozaika kumare, pri cemer vsaka tocka predstavlja podatkovni set, ki potencialno
vsebuje zaporedja podobna temu virusu. Barve razmejujejo range podobnosti, npr. oranZne tocke predstavljajo podatkovne
sete, ki bi potencialno lahko vsebovali nove viruse iz istega rodu — taki so bili najbolj zanimivi za nase nadaljnje analize.

Bioinformatske analize za iskanje novih tobamovirusov (Naloga 1.2) v izbranih vzorcih so
vklju€evale razli¢ne algoritme (Spades, rna-spades, rnaviral-spades) sestavljanja zaporedij. V
nadaljnjo analizo (diamond) sestavljenih sekvenc smo vkljucili iskanje podobnosti tako z bazo
tobamovrusnih proteinov kot s celotno proteinsko bazo vseh organizmov. Za povezovanje
razli¢nih korakov analize smo uporabili orodje Snakemake za upravljanje z delotoki. Na podlagi
baze Serratus smo v izbranih, Ze objavljenih, metagenomskih podatkih identificirali 812
unikatnih sekvenc, ki potencialno predstavljajo nove tobamovirusne vrste.

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

Za 812 sekvenc, pridobljenih z zgoraj opisano bioinformatsko analizo, smo se Zeleli prepricati
ali pripadajo ze znanim tobamovirusnim vrstam, predstavljajo nove tobamoviruse ali pa morda
predstavnike drugih ali Se ne karakteriziranih novih rodov znotraj Virgaviridae druZzine.
Sekvencam smo dolocili bralne okvirje, znotraj katerih se nahaja polimerazna domena oziroma
palmprint (Getorf, Orfipy, Palmscan) in generirali poravnavo zaporedij palmprinta novo
zaznanih sekvenc in referenCnih sekvenc znanih tobamovirusov ter drugih predstavnikov
sorodnih rodov (MAFFT). Poravnavo smo uporabili za filogenetsko analizo (IQ-TREE), s katero
smo identificirali deset skupin potencialnih novih tobamovirusov, ki so vsebovale razlicno
Stevilo med seboj podobnih virusnih sekvenc. Na podlagi nukleotidnih poravnav za dolocitev
identitete za posamezne pare sekvenc smo upostevajoc kriterij za lo€evanje med vrstami (eng.
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species demarcation criteria) doloCili reprezentativhe sekvence za posamezne skupine, ki so
bile v nadaljevanju (naloga 1.4) uporabljene za filogenetske analize.
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Slika 4: Pregled korakov analize, ki smo jih uporabili v okviru delovnega paketa 1. V zelenem okvircku so predstavljen/ korak/
ki smo jih avtomatizirali s pomocjo orodja snakemake in vsebujejo dele nalog 1.1, 1.2 in 1.3. Rezultat tega avtomatiziranega
delotoka je zbirka zaporedij znanih in potencialno novih tobamovirusov v okviru naloge 1.3. Nadaljne podrobne analize
(predstavljene v modrem, oranznem in vijolicnem okvircku) so bile opravljene v okviru naloge 1.4.

Naloga 1.4: Filogenetska in rekombinacijska analiza sekvenc tobamovirusov

Virusna zaporedja, ki smo jih izbrali v nalogi 1.3 smo nadalje analizirali, da bi potrdili ali
predstavljajo nove vrste, hkrati pa ugotovili kako sorodna so si med seboj odkrita zaporedija
potencialno novih tobamovirusov. Filogenetske in rekombinacijske analize smo opravili na ve¢
nivojih. V najSirSo analizo smo zajeli vsa zaporedja na katerih smo zaznali ohranjen del
proteina RdRp imenovan palmprint. Z omenjenim pristopom smo potrdili zaporedja, ki se
klasificirajo znotraj rodu Tobamovirus, in zaporedja, ki morda predstavljajo viruse, ki so
tobamovirusom podobni, a morda predstavljajo predstavnike drugih znanih ali e neznanih
rodov. Na ta nacin smo zaznali 24 potencialno novih tobmovirusov, od katerih so bili nekateri
predstavljeni z zelo kratkimi, nekateri pa tudi z daljSimi, skoraj celotnimi zaporedji genomov.
Odkrili smo tudi vecdje Stevilo zaporedij, ki se niso grucila znotraj rodu Tobamovirus, so pa
predstavljala temu sestrsko skupino.
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Slika 5: Kladogram, ki prikazuje razmerja med potencialno novimi in Ze znanimi predstavniki rodu Tobamovirus, pripravljen na
podlagi kratkega ohranjenega zaporedja od RNA odvisne RNA polimeraze. Prej znana zaporedja so oznacena s krepkim tiskom,
zaporedja, ki smo jih odkrili v tej Studiji, pa z obi¢ajnim. Barve oznacujejo razlicne rodove znotraj druZine Virgaviridae, pri
c¢emer je rod Tobamovirus oznacen zeleno. Potencialno novi tobamovirusi so oznaceni z zvezdico.

Naredili smo tudi lo¢eno analizo za nekatere predstavnike potencialno novih tobamovirusov,
za katere smo pridobili daljSa genomska zaporedja. Na ta na¢in smo na primer klasificirali ve¢
novih predstavnikov tobamovirusov pridobljenih iz podatkovnih setov iz razli¢nih koncev sveta,
npr. takih, ki so izvirali iz reCnih vzorcev Amazonke iz Brazilije in npr. nov virus, ki je bil
pridobljen iz podatkov povezanih z rzeno silazo iz Nemdije.
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Slika 6: Primer analize posameznih virusov z daljSimi zaporedji. Na sliki vidimo filogram, ki je pripravljen z metodo najvecjega
verjetia na podlagi poravnane daljSega dela zaporedij znanih in potencialno novih tobamovirusov. Barve predstavljajo
povezavo z izvornimi metapodatki za podatkovne sete iz katerih smo pridobili zaporedja potencialno novih virusov.

Za bolj avtomatizirno taksonomsko klasifikacijo sestavljenih zaporedij, ki jih pridobimo iz
tovrstnih podatkov, smo na podlagi simulacij parnih poravnav tobamovirusov in njim sorodnih
virusov iz druzine Virgaviridae pripravili orodje, ki s pomocjo strojnega ucenja omogoca tako
klasifikacijo. Orodje in njegove prednosti in omejitve smo testirali na reprezentativnem setu
znanih tobamovirusov pa tudi na setu zaporedij, ki smo jih pridobili v nalogi 1.3.
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Slika 7: Simulacija vpliva dolZine zaporedij na parametre parnih poravnav tobamovirusov in virusov iz njim sorodnih rodov iz
druzine Virgaviridae na primeru enega izmed proteinov, ki je zapisan na genomih tobamovirusov. Modre tocke predstavljajo
parne poravnave predstavnikov znotraj rodu Tobamovirus, roZnate pa parne poravnave predstavnikov rodu Tobamovirus s
predstavniki drugih rodov iz druZine. Vidimo lahko, da sta dve skupini pri vecjih dolZinah zaporedij med sabo loceni, pri krajsih
dolZinah pa se zacneta zlivati. To nam pove, da je pri takih dolZinah klasifikacija takih zaporedij v pravilno skupino bolj
negotova. Te podatke smo uporabili kot izhodisce za pripravo orodja, ki bi s pomocjo strojnega ucenja lahko upostevalo take
parametre za napoved pripadnosti neznanih zaporedij rodu Tobamovirus.

Rezultate pridobljene v okviru delovnega paketa 1 bomo v obliki znanstvenega ¢lanka
predstavili SirSi znanstveni skupnosti. V €lanku, ki je trenutno v pripravi, bomo opisali novo
zaznane tobamoviruse, in hkrati predstavili orodja za bolj enostavno pridobivanje takih
rezultatov s pomocjo podatkovnega rudarjenja. ZakljuCevanije Clanka pri¢akujemo proti koncu
leta 2024.
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DP2 Studija epidemiologije, povezane z vodo

V okviru tega delovnega paketa smo ovrednotiti sposobnost razsirjanja porajajo€ih se
tobamovirusov z vodo in moznost njihovega prezivetja v vodnem okolju.

Naloga 2.1 Prezivetie ToBRFV in ToMMV v vodnem okolju

Z analizo razred¢itev ToBRFV in ToMMV v vodi smo dolodili minimalno koncentracijo obeh
virusoy, ki je potrebna za uspedno mehansko okuzbo testnih rastlin. S testnimi rastlinami smo
prisotnost TOBRFV lahko zaznali v vseh vzorcih vod s Cq < 20, v enem primeru tudi v primeru
visje red¢ine (10, Cq = 25), kar kaze, da je mozZen sporadien prenos na testne rastline iz
vzorcev vode z nizko koncentracijo TOBRFV (Tabela 1).

V poskusu s ToOMMV pa smo s testnimi rastlinami prisotnost ToOMMV lahko zaznali v vseh
vzorcih vod s Cq < 25 (Tabela 2).

Tabela 1: Rezultati testiranja redcin ToBRFV v vodi (objavljeno v Mehle in sod., 2023)

Red¢ina ToBRFV onesnazena voda Testne rastlinef
LFD  RT-gPCR (Cq)? Simptomi® LFD¢  RT-qPCR (Cg)¢ RT-gPCR (Cq)®

101 + 4 + + NT NT
102 + 7 + + NT NT
103 + 10 + + NT NT
104 + 13 + + NT NT
10° + 17 + + NT NT
106 + 20 + + NT NT
107 - 22 - - NT undet
108 - 25 - + 13 NT
10° NT 25 - - NT undet
1010 NT 26 - - 30 NT
1012 NT 29 - - 37 38
1012 NT 33 - - NT undet
1013 NT 34 - - 38 37
1014 NT 35 NT NT NT NT
NC - undet - 37 undet

aPrisotnost RNA virusa ToBRFV v vodi izmerjena z RT-gPCR M&W (glej nalogo 3.2). Podana je povprecja vrednost
Cq treh paralelk.

bOpazena bolezenska znamenja: zvijanje listov, mehurji in mozaik na listih.

“Testne rastline so bile analizirane 2 tedna po mehanski okuzbi s hitrim seroloskim testom (LFD; glej nalogo 3.2).
dTestne rastline so bile analizirane 4 tedne po mehanski okuzbi z RT-gPCR. Podana je povpreéja vrednost Cq treh
paralelk.

¢Testne rastline so bile analizirane 9 tednov po mehanski okuzbi z RT-gPCR. Podana je povprecja vrednost Cq treh
paralelk.

fZ vsako red¢ino ToBRFV smo okuzili 4 rastline paradiznika, razen za negativno kontrolo (NC) dve.

+, Pozitivno; -, Negativno; Undet, ni signala z RT-qPCR; NT, ni testirano; NC, negativna kontrola.

Tabela 2: Rezultati testiranja redc¢in ToMMV v vodi

Redc¢ina ToMMV kontaminirana voda  Testne rastline®
RT-gPCR (Cq)? RT-gPCR (Cq)°

10" 11 NT

10> 15 NT

10° 18 +

10" 22 *

10° 25

10° 28 -

10” 31 -

10° 30 -

10° 33 -
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-10

10 undet -
-11
10 undet -
10 37 -
10'13 undet -
-14
10 undet -
10'15 undet NT
107° 37 NT
10" undet NT
10'18 undet NT
NC undet -

aPrisotnost RNA virusa TOMMV v vodi izmerjena z RT-gPCR Tiberini in sod. — singlepex (glej nalogo 3.2). Podana
je povprecja vrednost Cq treh paralelk.

bZ vsako red¢ino ToMMV smo okuzili 4 rastline paradiznika.

bTestne rastline so bile analizirane 4 tedne po mehanski okuzbi z RT-gPCR Tiberini in sod. — singlepex (glej nalogo
3.2).

+, Pozitivno; -, Negativno; Undet, ni signala z RT-gPCR; NT, ni testirano; NC, negativna kontrola.

S poskusi preZivetja ToBRFV v vodi shranjeni v karantenskem rastlinjaku, smo dokazali, da
lahko ToBRFV v vodi prezivi do 4 tedne (poskus z visoko (red¢ina 10?) in srednjo
koncentracijo virusa ToBRFV (red¢ina 10#)), v primeru poskusa z nizko koncentracijo ToOBRFV
v vodi (red¢ina 10°%), pa smo infektivnost ToBRFV potrdili le prvi teden po prietku izvajanja
poskusov (Tabela 3). Hkrati smo ugotovili, da lahko z RT-gPCR RNA virusa ToBRFV v vodi
zaznamo 3e bistveno dlje (potrieno da vsaj 15 tednov po pripravi onesnazene vode; podatki
niso prikazani).

Rezultati poskusov prezZivetia ToOMMV pa so sledeéi: ToMMV lahko v vodi preZivi vsaj 6
mesecev (poskus z visoko koncentracijo virusa TOMMV (red¢ina 10-?); poskus je Se v teku z
namenom preverjanja o moznosti prezivetja vec kot 6 mesecev). V primeru poskusa s srednjo
koncentracijo ToMMV v vodi (red¢ina 10%), pa smo infektivnost TOMMV potrdili le pri sveze
pripravljeni onesnaZeni vodi, v primeru poskusa z nizko koncentracijo ToMMV (redc¢ina 10)
pa niti takrat; smo pa v obeh teh dveh primerih z RT-gPCR RNA virusa ToMMV v vodi zaznali
tudi sedmi mesec po pripravi onesnazene vode, pri ¢emer v primeru srednje koncentracije
ToMMV niti ni bil zaznan upad koncentracije RNA (Tabela 4).

Tabela 3: PreZivetje ToBRFV v vodi shranjeni na sobni temperaturi v karantenskem rastlinjaku (objavljeno v Mehle in sod., 2023)

Cas Visoka konc. ToBRFV Srednja konc. TOBRFV Nizka konc. ToBRFV
(tedni)? RT-gPCR Testne RT-gPCR Testne RT-gPCR Testne
(Cq)P rastline® (Cq)® rastline® (Cq)® rastline®

0 7 + 14 + 21 +

1 7 + 14 + 21 +

2 7 + 15 + 22 -

3 7 + 16 - 23 -

4 8 + 15 + 27 -

5 10 - 21 - 26 -

6 10 - 20 - 21 -

7 10 - 21 - 22 -

8 12 - 21 - 22 -

9 11 - 21 - 21 -

aTedni po pripravi onesnazene vode

bPrisotnost TOBRFV v vodi dolo¢ena z RT-gPCR M&W. Podana je povpretna Cq vrednost treh ponovitev.
¢Kuznost vode preverjena z mehansko inokulacijo 4-5 testnih rastlin paradiznika. Namnozitev virusa v testnih
rastlinah je bila preverjena na podlagi opazovanj bolezenskih znamenj in s seroloskim testom; v primeru, da se
bolezenska znamenja niso pojavila pa na podlagi rezultatov testiranj z RT-gPCR.

+, pozitivno (bolezenska znamenja in pozitiven seroloski test ali Cq < 10); -, negativno (ni bolezenskih znamenj in
RT-gPCR negativno). Negativne kontrole so bile vedno negativne.
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Tabela 4: PreZivetje TOMMV v vodi shranjeni na sobni temperaturi v karantenskem rastlinjaku

Cas Visoka konc. TOMMV Srednja konc. TOMMV Nizka konc. ToOMMV
(tedni)® RT-gPCR Testne RT-qPCR Testne RT-qPCR Testne
(Cq)P rastline® (Cq)° rastline® (Cq)P rastline®
0 15 + 22 + 28 -
1 15 + 21 - 27 -
2 14 + 21 - 29 -
3 15 + 21 - 28 -
4 19 + 21 - 29 -
5 14 + 21 - 29 -
6 15 + 22 - 30 -
7 15 + 20 - 29 -
8 12 + 20 - 32 NT
9 13 + 19 - 32 NT
10 15 + 21 NT 33 NT
11 14 + 20 NT 32 NT
12 11 - 21 NT 32 NT
13 14 + 20 NT 33 NT
14 15 + 22 NT 34 NT
15 16 + 23 NT 34 NT
16 14 + 20 NT 32 NT
17 17 - 20 NT 33 NT
18 14 - 19 NT 33 NT
19 14 + 21 NT 33 NT
20 14 + 20 NT 33 NT
21 14 - 19 NT 33 NT
22 14 + 20 NT 34 NT
23 13 - 20 NT 35 NT
24 13 + 21 NT 34 NT
25 15 + 21 NT 33 NT
26 15 + 22 NT 35 NT
27 14 - 21 NT 35 NT
28 16 - 23 NT 32 NT
29 13 V teku 21 NT 34 NT
30 14 V teku 21 NT 35 NT

aTedni po pripravi onesnazene vode

bPrisotnost ToMMV v vodi dolo¢ena z RT-qPCR Tiberini in sod. — singlepex. Podana je povpreéna Cq vrednost treh
ponovitev.

¢Kuznost vode preverjena z mehansko inokulacijo 4 testnih rastlin paradiznika. Namnozitev virusa v testnih rastlinah
je bila preverjena z RT-qgPCR.

+, pozitivno (bolezenska znamenja in Cq vrednosti med 9 in 17); -, negativno (ni bolezenskih znamenj in RT-gPCR
negativno). Negativne kontrole so bile vedno negativne.

Naloga 2.2 Prenos virusov ToBRFV in ToMMV preko vode v eksperimentalnih hidroponiénih
sistemih in
Naloga 2.3 Prenos ToBRFV in ToMMV z vbrizgavanjem onesnazene vode v substrat

Najprej smo s poskusi preverili, ¢e se iz okuzenih rastlin preko korenin v vodno okolje
sproscajo infektivni delci virusa ToOBRFV. Slednje smo tudi potrdili. Nato smo izvedli poskuse
prenosa virusa ToBRFV preko vode v eksperimentalnem hidroponskem sistemu (izvedeni so
bili trije loCeni poskusi) in poskuse z vbrizgavanjem onesnazene vode s ToBRFV v substrat
(izvedena sta bila dva lo€ena poskusa). Vse te poskuse smo izvajali ve¢ mesecev. Tedensko
smo analizirali nadzemne dele poskusnih rastlin (rastlin za vabo) ter vodo/ hranilno raztopino,
ki smo jo uporabljali za namakanje le-teh. Vsaki¢ smo analizirali tudi Stevilne kontrolne rastline,
ki so rastle v istem rastlinjaku. Ugotovili smo, da ToBRFV lahko okuzi zdrave rastline preko
korenin, ¢e so le-te v stiku z onesnazeno vodo tako v primeru rasti na hidroponiki (Slika 8),
kakor tudi v primeru rasti na substratu (Slika 9). NamnoZzitev virusa ToBRFV v prej zdravih
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rastlinah smo dokazali v obdobju od 1 do 6 mesecev, kar je odvisno od koncentracije virusa v
vodi, ki se je uporabljala za namakanja in od tega ali so bile korenine ranjene ali ne.

Pri izvajanju poskusov v hidroponiénem sistemu smo (NIB, BIA) preverili moznost uporabe
senzorja, ki omogoca isto€asno zaznavo vec¢ parametrov in so ga razvili podjetje BIAd.o.o. in
preostali ¢lani projekta EUREKA WaQuMoS.

Poskus 1
40 ———
= = - L] -

B :,—:._-_r"" . . __:-.F-—-*L__’qr ] 1

230 - T ~ o + hranilna raztopina

= * * “elrsea_, ey I . ~

2 20 . L :T.‘.‘:_—;,._,._-——t-u_\) o 1+ - k_ur_enlne 1-vaba

£ RiR ke SNV, N ——listi 1 - vaba

g 10 1\‘;-‘._\_“_‘_;}_‘ === korenine 2 - vaba
2 —s—listi 2 - vaba

0 = listi - kontrola
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tedni po zatetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino
Poskus 2
40 ] - - = . = -
s . A e Y s T

% 30 - — — T ~

a

= . " A . + o .

@ 20 . * * * . + . . . i . + hranilna raztopina

; . , —a— listi - vaba

S 10 B ~—p— = listi - kentrola

0

0 1 2 E L 5 6 7 8 % 10 11 12 13 14 15
Tedni po zacetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino

Poskus 3

40 ——a R - § T - ™ -
% 30 e S --:_\_,',45‘—\,;»1’4‘»‘;1-_1,,.:_‘,.-;&_,:/*\.\\._//'-\ f
c Y + hranilna raztopina
Ezo\‘1+ °
H . \ —s— korenine 1 - vaba

o \ i

— A4 —=—listi1-vaba
]

= listi - ki I
0 1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 fsti - kontrola
Tedni po zaetku namakanja z onesnaieno hranilno raztopino

Slika 8: Vrednotenje okuZbe s ToBRFV pri rastlinah paradiZnika, ki so rasle v poskusnem hidroponskem sistemu s hranilno
raztopino, onesnaZeno s ToBRFV, v treh locenih poskusih (poskus 1 in 2: obcasno premesanje korenin rastlin znamenom ranitve
koreninskih laskov; poskus 3: korenine tekom poskusa pustili nedotaknjene) (objavijeno v Mehle in sod., 2023). Os Y prikazuje
vrednosti Cq iz RT-gPCR M&W. Izrisane vrednosti Cq predstavljajo povprecje treh tehnicnih ponovitev. Razlika med tehni¢nimi
ponovitvami je bila 0,5 od povprecja Cq za vrednosti Cq <32 in 0,7 od povprecja Cq za vrednosti Cq >33. Osi X prikazujejo
tedne po zacetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino. Rdeca Crta prikazuje vrednost Cq 30, pod katero se rezultat
Steje za pozitivnega.
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Slika 9: Vrednotenje okuzbe s ToBRFV pri rastlinah paradizZnika, ki rastejo v substratu, namakanem s hranilno raztopino/vodo
iz pipe, onesnaZeno s ToBRFV (objavijeno v Mehle in sod., 2023). Os Y prikazuje Cq iz RT-gPCR M&W. Izrisane vrednosti Cq
predstavljajo povprecje treh tehnicnih ponovitev. Razlike med tehnicnimi primerki so bile +0,5 od za vrednosti Cq <32 in #0,7
od povpredja Cq za vrednosti Cq 233. Osi X prikazujejo tedne po zacetku namakanja z onesnazZeno hranilno raztopino/vodo iz
pipe. Rdeca crta prikazuje vrednost Cq 30, pod katero se rezultat steje za pozitivnega.
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Podobne poskuse kot s TOBRFV, smo izvedli tudi s ToMMV. Tudi v tem primeru smo dokazali,
da se iz korenin okuzenih rastlin sproscajo v vodno okolje infektivni delci virusa ToOMMV ter da
je voda, onesnazena z virusom ToMMV, lahko vir za nove okuzbe, tako v primeru namakanja
v hidroponi¢nih sistemih, kot tudi v primeru namakanija rastlin, ki rastejo v rastnem substratu.
Tudi v primeru poskusov s ToMMV smo potrdili, da se lahko rastline, ki rastejo na hidroponiji
okuzijo preko korenin, namnozitev virusa TOMMV v listih prej zdravih rastlin paradiznika pa
smo dokazali po 5 oziroma 14 tednih v primeru, ko smo korenine poskusnih rastlin ob&asno
ranili, po 17 tednih pa v primeru, ko smo korenine ob¢asno ranili le nezno (Slika 10). V poskusu
kjer korenin nismo ranili, pa do okuzbe rastlin ni prislo niti po 35 tednih. V primeru vbrizgavanja
onesnazene vode v rastni substrat s posajenimi zdravimi sadikami paradiZznika, smo okuzbo
na listih rastlin zaznali po 6 tednih zalivanja z onesnhaZeno vodo (Slika 11). V primeru
vbrizgavanja onesnazene vode v rastni substrat, v katerega smo posejali neokuzena semena

paradiznika, pa smo okuzbo na listih rastlin, ki so zrasle iz teh semen, zaznali 10. teden
zalivanja z onesnazeno vodo (Slika 11).
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Slika 10: Vrednotenje okuzbe s ToMMYV pri rastlinah paradiznika, ki so rasle v poskusnem hidroponskem sistemu s hranilno
raztopino, onesnaZeno s ToMMV, v stirih loCenih poskusih (poskus 1 in 2: obdasno premesanje korenin rastlin z namenom
ranitve koreninskih laskov; poskus 3: obcasno nezno premesanje korenin rastlin znamenom ranitve koreninskih laskov; poskus
4: korenine tekom poskusa pustili nedotaknjene). Os Y prikazuje vrednosti Cq iz RT-qPCR Tiberini in sod. Izrisane vrednosti Cq
predstavijajo povprecje treh tehnicnih ponovitev. Osi X prikazujejo tedne po zacetku namakanja z onesnaZeno hranilno
raztopino. Rdeca ¢rta prikazuje vrednost Cq 30, pod katero se rezultat Steje za pozitivnega.
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Poskus dodajanja onesnaZene vode v substrat s sadikami Poskus dodajanja onesnaZene vode v substrat s semeni
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Slika 11: Vrednotenje okuzbe s ToMMV pri rastlinah paradiZnika, ki rastejo v substratu, namakanem s hranilno raztopino
onesnaZeno s TOMMV. Os Y prikazuje Cq iz RT-gPCR Tiberini in sod. Izrisane vrednosti Cq predstavljajo povprecje treh tehnicnih
ponovitev. Osi X prikazujejo tedne po zacetku namakanja z onesnaZeno hranilno raztopino. Rdeca crta prikazuje vrednost Cq
30, pod katero se rezultat Steje za pozitivnega.

Rezultate tega delovnega sklopa smo predstavili na Stevilnih razliénih znanstvenih in
strokovnih konferencah. Rezultate s poskusi s TOBRFV smo, skupaj z izkusnjami raziskovalcev
iz Belgije, ki so spremljali TOBRFV v vodi v komercialnih rastlinjakih paradiznika gojenega na
hidroponiji, objavili v Mehle in sod. (2023).

Dodatno smo izvedli tudi poskuse s katerimi smo preverili ali lahko pride do okuzbe rastlin
paradiznika s TOMMV in ToBRFYV, €e v kontaminirano zemljo posadimo zdrave sadike ali vanjo
posejemo zdrava semena. V tem primeru smo rastline zalivali z neonesnazeno vodo. Prva
bolezenska znamenja na poskusnih rastlinah smo opazili po 2 do 15 tednih po sajenju v
kontaminirano zemljo, takrat smo okuzbo poskusnih rastlina s TOBRFV oziroma ToMMV tudi
potrdili z RT-gPCR. Poskusi, ki smo jih izvedli so sluzili kot osnova za oblikovanje poskusov
prezivetja virusa ToBRFV v zemlji, kar prou¢ujemo v okviru Euphresco projekta 2022-A-392
(Insights into the biology of tomato brown rugose fruit virus: virus survival in soil).

DP3 Razvoj ucinkovitega diagnostiénega postopka za spremljanje porajajoéih se
tobamovirusov v vzorcih vode

Namen tretjega dela projekta je bil izboljSati ze obstojeCe teste za nadzor nad porajajoCimi se
virusi v razlicnih vzorcih vode in razviti dodatne teste, ki bodo izboljSali zanesljivost

diagnosti¢nih postopkov, vklju¢no s testi primernimi za analizo vzorcev vode na terenu.

Naloga 3.1 Koncentriranje (tobamo) virusov iz vode

Glede na pretekle izkusnje lahko monolitne kromatografske kolone CIM QA koncentrirajo
tobamoviruse, kot je PMMoV, iz odplak in dotokov odpadne vode (Bacnik in sod., 2020). V
okviru te naloge smo testirali, ali lahko CIM QA koncentrira 3 razli¢ne tobamoviruse, vkljuéno
s ToBRFV, iz razliénih vrst okoljskih namakalnih voda, vklju¢no z rekami, ribniki in podtalnico.
Metoda se je izkazala za ucinkovito pri koncentriranju izbranih virusov, ki so bili po
pri€akovanjih v bolj umazanih vzorcih (reke, ribniki) prisotni v viSjih koncentracijah kot v
CistejSih (podtalnica, teko€a voda). Rezultate 0 moznosti koncentriranja za dva tobamovirusa,
ToMV in PMMoV, smo vkljudili v ¢lanek, objavljen v reviji Water research, katere faktor vpliva
je 12,8 (Maksimovic in sod., 2024), rezultati na primeru ToBRFV pa so vkljueni v ¢lanek Mehle
in sod. (2023). Pripravili smo tudi diagnosti¢ni protokol (SOP), ki vkljuCuje to metodo
koncentriranja. Postopek smo uspesno uporabili tudi za koncentriranje uradnih vzorcev vod, ki
smo jih prejeli za analizo na ToBRFV.

Ker je monolitna kromatografija CIM precej kompleksna metoda, ki zahteva posebno
usposabljanje in opremo ter ne omogoca visoko zmogljive obdelave vzorcev, smo v drugem
poskusu izvedli pregled delovanja alternativnih metod za koncentracijo naravno prisotnega
tobamovirusa (PMMoV) v vzorec okoljske vode (v tem primeru odpadne vode). Poleg
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monolitne kromatografije smo testirali Se druge metode, ki bodisi omogocajo vecjo prepustnost
bodisi so manj zapletene. NajuspednejSe metode, poleg monolitov CIM-QA, so bile
ultrafiltracijske enote Centricon Plus-70 100 kDa in komplet Promega Enviro TNA. Kljub temu,
da smo s Centricon in Promega enotami/kompleti analizirali bistveno manjSe volumne vzorca
vode (40—100 ml vzorca vode; v primeru CIM pa 2 |), je bila koncentracija virusa uspesna, saj
smo s Centricon in Promega enotami/kompleti uspeli ucinkovito koncentrirat PMMoV
(koncentriran vzorec je rezultiral z do 6 Cq nizjo vrednostjo s PMMoV specificnim RT-qPCR).
Druge metode, kot so obarjanje s PEG, flokulacija s posnetim mlekom, monoliti CIM-SO3 in
ultrafitracijske enote Vivacell, so se izkazale za manj primerne ali celo za neprimerne.
Rezultate smo objavili v znanstvenem ¢€lanku (Maksimovic in sod., 2022).

V naslednjem koraku smo v sodelovanju s FERA (UK), preverili moZnost koncentriranja virusa
ToBRFV s Centricon Plus-70, in sicer v vzorcih vode iz poenostavljenega sistema, ki je
oponasal hidroponsko gojenje v laboratorijih na FERI. Ugotovili smo, da je koncentriranje
virusa ToBRFYV iz vzorcev vod iz hidroponije s pomocjo teh Centricon enot uspesno, saj smo
v primerjavi z nekoncentriranimi vzorci vode, po analizi z RT-qPCR dobili signale, ki so bili
mocnejSi za do 8 Cq. Taka metoda se da izvesti v kateremkoli laboratoriju s klasi¢no centrifugo.
Rezultate smo objavili skupaj z rezultati DP2 v reviji Frontiers in plant science (Mehle in sod.,
2023).

Zbrali smo (NIB, BIA) podatke za pripravo prenosnega sistema za koncentracijo
tobamovirusov v vzorcih razliénih vod. Poiskali smo tudi alternativnhe kromatografske nosilce —
polyHipe, saj so CIM materiali namenjeni biofarmacevtski uporabi in zato dragi. V poskusu
smo potrdili, da je PolyHipe primeren za koncentriranje PMMoV, ki je prisoten v odpanih vodah.
Podjetje BIA d.o.o. je pripravilo specifikacije, katerim mora sistem zados$¢ati, ter oblikovalo
(zgolj dokumentacijsko) prenosni sistem za koncentriranje tobamovirusov v vzorcih razli¢nih
vod (npr. Ciste in sveze vode iz pipe, vode, o€iS¢ene v Cistilni napravi, namakalne ter
hidroponi¢ne vode).

Naloga 3.2 Metode odkrivanja in identifikacije tobamovirusov

Genericni testi za dolo¢anje tobamovirusov:

Na podlagi sekvenc tobamovirusov smo oblikovali razlicne genericne RT-gPCR za soasno
ugotavljanje prisotnosti Stevilnih gospodarsko pomembnih tobamovirusov. Te teste smo nato
preizkusili na kontrolnih vzorcih, a smo Zal pri vseh naleteli na omejitve zaradi katerih smo se
odlocili, da generi¢ni RT-qPCR trenutno ni optimalna metoda s katero bi lahko zanesljivo
zaznali vse tobamoviruse. Kot trenutno najbolj obetavna metoda s katero lahko zanesljivo
zaznamo Stevilne tobamoviruse tudi v nizki koncentraciji se je izkazal ugnezdeni RT-PCR z
zacetniki po Dovas in sod. (2004) (Tabela 5). Analiza sekvence produkta ugnezdenega RT-PCR
pa omogoca tudi identifikacijo tobamovirusa, ki ga zaznamo (Tabela 5).

Tabela 5: Rezultati preverjanja ustreznosti ugnezdenega RT-PCR z zacetniki po Dovas in sod. (2004) za namen detekcije
razliénih tobamovirusov
Tobamovirus Akronim  NIB ID izolata Analizirana Rezultat
redcitev ugnezdenega RT-
PCR (rezultat analize
sekvence produkta)

bell pepper mottle virus BPeMV  NIBV 363 1x pos (BPeMV)
cucumber green mottle mosaic virus CGMMV NIBV 403 25x pos (CGMMV)
obuda pepper virus ObPV NIB V 364 25x pos (ObPV)
odontoglossum ringspot virus ORSV NIB V 365 25x pos (ORSV)
paprika mild mottle virus PaMMV  NIB V 366 25x pos (PaMMV)

pepper mild mottle virus PMMoV  NIB V 408 25x pos (PMMoV)
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PMMoV  NIBV 409 1x pos (PMMoV)
ribgrass mosaic virus RMV NIB V 367 1x pos (RMV)
streptocarpus flower break virus SFBV NIB V 368 1x pos (SFBV)
sunn-hemp mosaic virus SHMV NIB V 369 1x pos (SHMV)
tobacco mild green mosaic virus TMGMV  NIB V 404 25x pos (TMGMV)
tobacco mosaic virus T™MV NIB V 405 25x pos (TMV)

™V NIB V 413 25x pos (TMV)
tomato brown rugose fruit virus ToBRFV NIBV 331 25x pos (ToBRFV)
tomato mottle mosaic virus ToMMV  NIBV 373 2.5x 10! pos (ToMMV)

2.5 x 102 pos (NT)
2.5x 108 pos (NT)
2.5x10* pos (NT)
2.5x 105 pos (NT)
2.5x108 pos (NT)
2.5 x 107 pos (NT)
2.5x 108 pos (NT)

ToMMV  NIBV 414 2x pos (ToMMV)
20x pos (NT)
tomato mosaic virus ToMV NIB V 410 25x pos (ToMV)
ToMV NIB V 406 25x pos (ToMV)
ToMV NIB V 411 1x pos (ToMV)
ToMV NIB V 412 1x pos (ToMV)
youcai mosaic virus YMoV NIB V 374 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

NT-ni testirano

Testi za dolo¢anje ToBRFV:

Za namen ugotavljanja prisotnosti ToBRFV v vzorcih vod smo preverili obcutljivost postopka,
ki vklju€uje ekstrakcijo celokupne RNA iz vzorcev vod ter ugotavljanje prisotnosti RNA virusa
ToBRFV z RT-gPCR M&W. Ugotovili smo, da lahko s tem postopkom ToBRFV v vzorcih vod
zaznamo vse do redc¢ine 10-'* (Tabela 1).

V sodelovanju s Fera, smo preverili moznost analize vzorcev vod na ToBRFV z metodo LAMP,
ki bi omogoc€ala detekcijo na mestu vzor€enja (npr. v rastlinjakih). Preizkusili smo za ToBRFV
specificen LAMP test, ki so ga razvili na Feri v sodelovanju z Optigen. LAMP test smo
preizkusili na vzorcih vod iz hidroponskega poskusa izvedenega na Feri. Rezultati preizkusa
LAMP testa niso bili optimalni in kaZejo da je potrebna nadaljnja optimizacijo zasnove bodisi
na nivoju dizajniranja oligonukleotidnih za€etnikov ali na nivoju izbire kemikalij za izvedbo
reakcije.

Za namen detekcije ToBRFV na mestu vzoréenja smo evalvirali tudi komercialno dostopen
hiter seroloski test (lateral flow immunochromatography - LFD; ImmunoStrip®, Agdia, USA), s
katerim smo ToBRFV v vzorcu vode zaznali do 10 redéitve (z RT-gPCR pa smo v istem tipu
vzorca lahko virus zanesljivo zaznali tudi v redcitvi 10™') (Tabela 1). Glede na primerjavo s
pricakovano koncentracijo TOBRFV v vzorcih vod (na podlagi podatkov, ki jih imamo za Ze
analizirane vzorce vod iz Slovenije), je jasno, da ta hiter serolo$ki test ni primeren za analizo
vzorcev vod (niti za vzorce vod po koncentriranju). Tudi te rezultate primerjave smo objavili v
Mehle in sod. (2023).

Testi za dolo¢anje ToMMV:

V sodelovanju s CREA (Italija) smo razvili in v skladu z EPPO PM7/98 validirali RT-gPCR za
dolo¢anje ToMMV. Razvili in validirali smo dva tipa RT-gPCR za dolo¢anje ToMMV: kot
posamezen test s katerim doloCamo le ToMMV in kot test s katerim lahko poleg ToMMV
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soCasno dolo¢amo tudi ToBRFV. Razvit test smo skupaj z validacijskimi podatki objavili v
Tiberini in sod. (2022). Dodatno smo preverili tudi obc&utljivost tega RT-gPCR za dolo¢anje
ToMMV v vzorcih vod (Tabela 2).

Za namen ugotavljanja prisotnosti To0MMV na mestu vzor€enja smo evalvirali dva izotermalna
molekularna testa specificna za ToMMV: RPA (recombinase-polymerase amplicon) test z
AmplifyRP® XRT kitom (Agdia, USA) in LAMP test z oligonukleotidnimi za€etniki po Kimura in
sod. (2023), ki pa smo ga madificirali v smislu, da se lahko za njegovo izvedbo uporabijo
kemikalije, ki so dostopne v EU. Primerjava obd&utljivosti obeh izotermalnih testov je pokazala,
da je RPA test bolj obé&utljiv od testa LAMP, zato smo moZnost uporabe na primeru vzorcev
vod preverili le za RPA test. Ugotovili smo, da lahko ToMMV zaznamo v vzorcu vode z RPA
testom tudi ko je le-ta prisoten v relativno nizki koncentraciji.

Teste za ToOMMV, ki smo jih razvili oziroma modificirali in evalvirali v okviru tega projekta (RT-
gPCR Tiberini in sod. (2022), RPA-Agdia in LAMP Kimura in sod. (2023)) smo skupaj z
nekaterimi drugimi testi za TOMMV (RT-PCR Levitzky in sod (2029) + sekvenciranje PCR
produkta, RT-PCR Loewe, RT-PCR Sui in sod. (2017), RT-gPCR DAFF DEECA, RT-gPCR
Fowkes in sod. (2022), RT-qPCR ISF) vkljucili v medlaboratorijsko primerjavo testov, ki smo jo
organizirali v okviru Euphresco projekta 2022-A-394 (Validation of molecular diagnostic
methods for the detection and identification of tomato mottle mosaic virus). V tej
medlaboratorijski primerjavi testov je sodelovalo 15 laboratorijev iz 13 drzav (Australija,
Avstrija, Francija, Italija, Izrael, Nemcija, Nizozemskla, Nova Zelandija, Rusija, Slovenija,
Svica, UK, USA). Rezultati medlaboratorijske primerjave so pokazali, da sta od vseh
primerjanih testov, testa RT-qPCR Tiberini in sod. (2022) in RPA-Agdia najbolj zanesljiva (Slika
12). Podrobni rezultati in drugi validacijski parametri (obc¢utljivost, specificnost, ponovljivost) so
podani v porocilu z naslovom »Report on the results of the test performance study on detection
and identification of tomato mottle mosaic virus (TOMMV) using molecular tests«, ki bo
objavljen na Euphresco spletni strani.
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Slika 12: DeleZ ustreznih (zeleno) in deleZ neustreznih (rdece) rezultatov dobljenih s testi na istem setu vzorcev v okviru
medlaboratorijske primerjave testov kjer je sodelovalo 15 laboratorijev (objavljeno na Euphresco spletni strani).
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Razprava

Projekt je obravnaval porajajote tobamoviruse, ki so sposobni okuZevanja ekonomsko
pomembnih rastlin, njihov epidemioloski potencial ter mehanizem prenosa preko vodnih
medijev. Delo je bilo strukturirano v tri delovne sklope.

Prvi delovni sklop je vklju€eval pripravo kataloga moznih novih tobamovirusnih sekvenc in
njihovo karakterizacijo. Kljune ugotovitve tega sklopa vkljuCujejo identifikacijo novih in ze
znanih tobamovirusov ter filogenetsko karakterizacijo njihovih genomov. Ta odkritia so
pomembna, saj omogocajo boljSe razumevanije raznolikosti in evolucije tobamovirusov, kar je
kljuéno za razvoj strategij za njihovo obvladovanje. Posodobili smo seznam pripadnikov rodu
Tobamovirus, kar lahko sluzi kot osnova za raziskovanje njihovega vpliva na pridelavo
gospodarsko pomembnih rastlin. Katalog zaporedij znanih in novih tobamovirusov, pripravljen
v okviru projekta, omogoCa boljSo pripravljenost na zaznavanje in omejevanje moZznih
porajajoCih okuzb rastlin s tobamovirusi. Hkrati smo v okviru tega delovnega paketa razvili
nova orodja, ki na eni strani omogocajo avtomatiéno in hitrejSo ponovno analizo javnho
dostopnih podatkov za tobamoviruse v prihodnosti, ko bodo v podatkovne baze dodani novi
podatki, na drugi strani pa so lahko ta orodja uporabljena tudi za pomo¢ pri podatkovnem
rudarjenju za druge skupine RNA virusov, ki lahko prav tako pomembno vplivajo na pridelavo
hrane.

Svetovna potreba po vodi letno naras¢a predvsem zaradi podnebnih sprememb. Na podrocju
tradicionalnega kmetijstva in pridelovanja rastlin v hidroponi¢nih sistemih lahko porabo pitne
vode zmanjSamo z nadomes$€anjem le-te z odpadno vodo. Vendar pa ima tudi ta pristop
nekatere pomanjkljivosti, saj odpadne vode pogosto predstavljajo vir okuzbe s stabilnimi
rastlinskimi patogeni, ki se hitro razsirijo na druge rastline, zaradi ¢esar je potreben stalen
nadzor nad mikrobiolosko neoporecnostjo voda, ki se uporabljajo za namakanje. V okviru
drugega delovnega sklopa je bil na$ cilj ovrednotiti sposobnost razSirjanja porajajocih se
tobamovirusov z vodo in mozZnost njihovega preZivetja v vodnem okolju. Dokazali smo, da se
lahko infektivni delci TOBRFV in ToMMV spros¢ajo iz korenin okuzenih rastlin v vodo za
namakanije ter da lahko ToBRFV pri sobni temperaturi preZivi v vodi do §tiri tedne, TOMMV pa
vsaj Sest mesecev. Dokazali smo tudi, da je voda, onesnazena s TOBRFV/ToMMYV, lahko vir
inokuluma za rastline, tako v primeru uporabe za namakanje v hidroponskih sistemih kot tudi
v primeru namakanja zemlje, v kateri vzgajamo rastline. S poskusi smo potrdili, da lahko
ToBRFV/ToMMV iz vode okuzi zdrave rastline prek korenin in se nato razsiri v zelene dele,
kjer pa ga lahko zaznamo po enem ali Sele po ve€ mesecih. Ta odkritia so kljuéna za
razumevanje, kako se tobamovirusi Sirijo v naravnem okolju in kako lahko onesnazena voda
prispeva k Sirjenju teh virusov, kar je kljuéno za pripravo zanesljive ocene tveganja ter za
prepoznavanje kriticnih tock, pomembnih za spremljanje in nadzor bolezni. Z ovrednotenjem,
ali vodni mediji predstavljajo mozno pot prenosa znanih in porajajoCih se tobamovirusov, smo
prispevali k zavedanju o pomenu uvedbe novih tehnik varstva rastlin tako pri tradicionalnem
kot hidroponskem gojenju rastlin, kar bi lahko zmanjSalo finanne izgube zaradi okuzb s
tobamovirusi.

Za prepreCevanje okuzb pomembnih rastlin s patogeni in s tem zagotavljanje globalnih potreb
po hrani je klju€no zgodnje zaznavanje tako neznanih kot Ze identificiranih tobamovirusov, pri
¢emer mora biti postopek hiter, ekonomi€en in zanesljiv. S tem ciliem smo se v tretjem
delovnem sklopu osredoto€ili na razvoj uCinkovitega diagnosti€nega postopka za spremljanje
porajajocih se tobamovirusov v vzorcih vode. Optimizirali in primerjali smo razlicne postopke
koncentriranja tobamovirusov iz vzorcev vode, tudi takSne, ki se lahko uporabljajo v manj
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specializiranih laboratorijih (v laboratorijih z osnovno laboratorijsko opremo). Pripravili smo tudi
specifikacije, potrebne za razvoj prenosnega sistema za koncentriranje vzorcev vode. Slednje
bo podjetju BIA d.o.o. (partner in sofinancer projekta) sluzilo kot osnova za razvoj cenovno
dostopnih in uporabniku prijaznih komercialnih sistemov za koncentriranje vodnih vzorcey,
uporabnih tako v laboratoriju kot na terenu. V okviru tretjega delovnega sklopa smo tudi razvili
in/ali validirali za tobamoviruse generi¢en test in razlicne specificne molekularne teste za
detekcijo ToMMV in ToBRFV, vkljuéno z enostopenjskim RT-qPCR testom za soasno
detekcijo obeh virusov in testom, ki bi bil primeren tudi za dolo€anje TOMMV na terenu (RPA,
Agdia). Nadgrajene in na novo uvedene metode za zaznavanje rastlinskih patogenih virusov
smo Ze uvedli v uporabo za diagnosti€no dejavnost, ki jo NIB izvaja kot diagnosti¢no storitev
po narocilu Uprave za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin. Kot partnerji v EU
referenénem laboratoriju smo poskrbeli tudi za prenos znanja, pridobljenega v okviru te Studije,
v druge laboratorije v EU. Z vkljucitvijo v tem projektu razvitih oziroma preverjenih ali
optimiziranih testov v medlaboratorijsko primerjavo, ki smo jo organizirali v okviru projekta
Euphresco 2022-A-394, smo zagotovili prenos znanja o teh testih tudi v laboratorije izven EU,
vkljuéno z laboratoriji v ZDA, Zdruzenem kraljestvu, Novi Zelandiji, Rusiji, 1zraelu, Avstraliji in
Svici. V okviru tega projekta razviti in validirani testi pa bodo vkljueni tudi v diagnostiéni
standard evropske in mediteranske organizacije za varstvo rastlin (EPPO), ki ga zZe
pripravljamo.
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Zakljucki in priporocila naro¢niku
V projektu smo dosegli vse zastavljene cilje in naértovane naloge:

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

o 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 za nacrtovanje strategije ukrepov.

o Razviti in validirani so zanesljivi, u€inkoviti, hitri in relativno preprosti diagnosticni
postopki za spremljanje moznega pojava porajajocih tobamovirusov v vzorcih vode
in rastlin.

Rezultati so objavljeni v razli¢nih javno dostopnih znanstvenih ¢lankih oziroma porocilih.
Tekom projekta smo rezultate predstavili tudi na Stevilnih strokovnih in znanstvenih sre€anjih.
V projektu so bili vklju€eni tudi Studenti in mladi raziskovalci, kar je prispevalo k njihovemu
akademskemu razvoju.

Na podlagi rezultatov projekta priporo¢amo:

e |zboljSanje 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).

e Razvojin uporaba okolju prijaznih dezinfekcijskih tehnik/postopkov, ki u€inkovito unicijo
tudi stabilne viruse: spodbujati razvoj in uporabo naprednih dezinfekcijskih tehnik za
CiCenje opreme in povrsin, ki lahko pridejo v stik z okuzenimi rastlinami ali vodo, pa
tudi dezinfekcijskih tehnik za reciklirano vodo, ki se uporablja za namakanije.

e lzobrazevanje in ozaveSCanje pridelovalcev: organizirati izobrazevalne delavnice in
kampanje za pridelovalce, da se seznanijo z metodami za prepreCevanje Sirjenja
tobamovirusov ter z diagnosti¢nimi postopki za zgodnje odkrivanje okuzb.

e Osvestiti druge raziskovalce in regulatorje 0 moznostih, ki jih za odkrivanje virusov v
javno dostopnih bazah podatkov omogoca podatkovno rudarjenje.

o Vzpostavitev sistema za spremljanje in poroanje: uvesti sistem za redno spremljanje
prisotnosti tobamovirusov v vodnih virih in poro€anje o izbruhih, da se omogodi hitra
reakcija in zajezitev Sirjenja.

e Podpora raziskavam in razvoju: nadaljevati financiranje raziskav, ki se osredotoc¢ajo na
odkrivanje novih virusov, ki predstavljajo potencialno nevarnost za gospodarsko
pomembne rastline, vkljucno z razvojem diagnosticnih metod in Studijami o moznosti
prezivetja rastlinskih virusov zunaj gostitelijev (v vodi, zemlji, kompostu itd.), kar je
kljuno za razumevanje epidemiologije novih virusov in nujno za pravilno nacrtovanje
ukrepov za ucinkovito prepre€evanje njihovega Sirjenja.
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FAGGIOLI, Francesco, MEHLE, Nata3a. Virus lisavosti in mozaika paradiZznika : nov
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Antonio, LUIGI, Marta, MANGLLI, Ariana, FAGGIOLI, Francesco, MEHLE, Natasa.
Tomato mottle mosaic virus: newly discovered enemy affecting tomatoes and peppers.

38




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):
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Jakob, BAJDE, Irena, KITEK, Miha, RAVNIKAR, Maja. The impact of water mediated
transmission of plant viruses.

Novi izzivi v agronomiji 2023 = New Challenges in Agronomy 2023 (Lasko, 26.-27.1.2023):
- Predavanje: VUCUROVIC, Ana, BACNIK, Katarina, BAJDE, Irena, BRODARIC, Jakob,
FOX, Adrian, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon, KITEK, Miha, KUTNJAK, Denis, LOH, Yue
Lin, MAKSIMOVIC, Olivera, RAVNIKAR, Maja, MEHLE, Natasa, et al. PreZivetje virusa
rjave grbanc€avosti plodov paradiZznika in njegov prenos z vodo = Survival in and
transmission by water of tomato brown rugose fruit virus.

EURL Virology Workshop - interpretation of TOBRFV results (online, 14.2.2023):
- Predavanje: MEHLE, NataSa. ToBRFV in water

12th International Congress on Plant Pathology - ICPP2023 (Lyon, France, 20.-25.8.2023):

- Poster: KUTNJAK, Denis, RIVAREZ, Mark Paul Selda, MAKSIMOVIC, Olivera,
BACNIK, Katarina, KOGEJ ZWITTER, Zala, PECMAN, Anja, LENGAR, Ziva, MEHLE,
Natasa, VUCUROVIC, Ana, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon, RAVNIKAR, Maja. Virome
analysis of multiple sample types brings extended insights into the plant virus presence
in the ecosystem.

- Poster: BACNIK, Katarina, VOGRINEC, Lana, CURK, Tomaz, BACIC, Martina,
MEHLE, NataSa, KUTNJAK, Denis. Data mining-based discovery of novel
tobamoviruses and viruses associated with macrophytes.




- Predavanje: MEHLE, NataSa, BAJDE, Irena, BRODARIC, Jakob, MAKSIMOVIC,
Olivera, FOX, Adrian, KITEK, Miha, LOH, Yue Lin, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon,
KUTNJAK, Denis, BACNIK, Katarina, RAVNIKAR, Maja, VUCUROVIC, Ana. Water and
soil contaminated with emerging tobamoviruses are the source of plant infections.

Slovenian Microbiome Network Symposium (Maribor, 30.11.-1.12.2023):

- Predavanje: BACNIK, Katarina, VOGRINEC, Lana, Turk Dermastia, Timotej, Pajek
ARAmBasi¢, Neza, CURK, Tomaz, BACIC, Martina, MEHLE, Natasa, KUTNJAK,
Denis. Data mining-based discovery of (novel) viral sequences in various host
organisms and environmental samples

20th Meeting of the EFSA Network on plant health risk assessment (on-line, 6.12.2023):
- Vabljeno predavanje: KUTNJAK et al. Advances in high-throughput sequencing give
new opportunities for virus detection towards a ONE Health approach

Varstvo vrtnin - Sre€anje s kmetijskimi svetovalci JSKS (UVHVVR organizator) (on-line, 19.
december 2023):
- Predavanje: MEHLE, Natasa. Kako lahko prepreimo vnos oziroma Sirjenje virusa
rijave grbancavosti plodov paradiznika?

Usposabljanje za strokovni izpit s podrocja zdravstvenega varstva rastlin (KIS, 1. 2.2024):
- Predavanje: MEHLE, NataSa. Fitoplazma Grapevine Flavescence dorée, Tomato leaf
curl New delhi virus, Tomato brown rugose fruit virus

9. kongres Slovenskega mikrobioloSkega drustva (Maribor, 14.—16. 2.2024):

- Vabljeno predavanje: RAVNIKAR, Maja, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon, DOBNIK, David,
FILIPIC, Arijana, BACNIK, Katarina, MAKSIMOVIC, Olivera, PREZELJ, Nina,
BOGOZALEC KOSIR, Alexandra, VUCUROVIC, Ana, MILAVEC, Mojca, ZUPANIC,
Anze, MEHLE, Natasa, KUTNJAK, Denis. Vode - vir informacij o naravi in druzbi.

- Poster: MEHLE, Natasa, BAJDE, Irena, BRODARIC, Jakob, FOX, Adrian, KITEK,
Miha, KUTNJAK, Denis, RAVNIKAR, Maja, VUCUROVIC, Ana. Voda in rastni substrat
onesnazeni s tobamovirusi - vir okuzbe rastlin

16. slovensko posvetovanje o varstvu rastlin z mednarodno udelezbo (Bohinjska Bistrica, 5.-
6.3.2024):
- Predavanje: MEHLE, Natasa, BAJDE, Irena, BBODARIC, Jakob, FOX, Adrian, KITEK,
Miha, KUTNJAK, Denis, RAVNIKAR, Maja, VUCUROVIC, Ana. Rastni substrat in voda
onesnazeni s tobamovirusi so lahko vir okuzbe rastlin

8th ISFEV Conference, International Society for Food and Environmental Virology (Tokyo,
Japan, 9-14.6.2024):

- Predavanje: KUTNJAK, Denis, MAKSIMOVIC, Olivera, RIVAREZ, Mark Paul Selda,
BACNIK, Katarina, KOGEJ ZWITTER, Zala, PECMAN, Anja, LENGAR, Ziva, MEHLE,
Natasa, VUCUROVIC, Ana, RAVNIKAR, Maja, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon. Exploring
plant virus presence in an agroecosystem through comprehensive virome analysis of
weeds, crop plants and irrigation water.

Power of viruses (Zadar, Hrvaska, 25.-28.9.2024):
- Poster: MEHLE, Natasa, BAJDE, Irena, BRODARIC, Jakob, FOX, Adrian, KITEK,
Miha, GUTIERREZ-AGUIRRE, lon, KUTNJAK, Denis, BACNIK, Katarina, RAVNIKAR,
Maja, VUCUROVIC, Ana. Water and soil contaminated with emerging tobamoviruses
are the source of plant infections.
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- Poster: KRANJC, Luka, PAJEK ARAMBASIC, Neza, BACNIK, Katarina, CURK, Tomaz,
KUTNJAK, Denis. Viral Treasure Hunt: Unearthing Novel Tobamoviruses in Public
Databases.

- Vabljeno predavanje: VOGRINEC; Lana, PAJEK ARAMBASIC, Neza, CURK, Tomaz,
KRANJC, Luka, BACNIK, Katarina, BACIC Martina, LENGAR, Ziva, FERLE, Maja,
VUCUROVIC, Ana, MEHLE, Natasa, RAVNIKAR; Maja, GUTIERREZ AGIRRE lon,
KUTNJAK, Denis. Assessing virome diversity across ecosystems: from plants to water
samples

Druga porocila o rezultatih raziskav, ki so prosto dostopna Sirsi javnosti:

MEHLE, Nataga, BAJDE, Irena, BRODARIC, VUCUROVIC, Ana. Report on the results of the
test performance study on detection and identification of tomato mottle mosaic virus
(ToMMV) using molecular tests. Version: V2.0. (17.9.2024). Porocilo bo v kratkem objavljeno
na spletni strani Euphresco.

Podatki iz tega porocila bodo vklju€eni in dostopni tudi na EPPO database on diagnostic
expertise: https://dc.eppo.int/validation data/validationlist .

Vkljuéenost mladih raziskovalcev, dodiplomskih in podiplomskih Studentov:

V delo na projektu, za naloge iz DP2, je bil vklju¢en Student Univerze v Ljubljani - diplomska
in magistrska 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

- 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 zaletku leta 2025)

V delo na projektu, za naloge iz DP3, je bila vklju¢ena doktorska Studentka Olivera Maksimovi¢
(mentor lon GUTIERREZ-AGUIRRE):

- MAKSIMOVIC, Olivera. Development and employment of untargeted and targeted
tools for virus detection in the frame of water-based epidemiology : PhD thesis.
Ljubljana, 2023

Delno je bil v delo na projektu vklju€en tudi doktorski Studentk Mark Paul Selda Rivarez (mentor
Denis KUTNJAK):

- RIVAREZ, Mark Paul Selda. Diversity of viruses infecting tomato and weed plants in
agroecosystems : doctoral dissertation = Raznolikost virusov paradiznika in plevelnih
rastlin v kmetijskih ekosistemih: doktorska disertacija. Ljubljana: [M. P. Selda Rivarez],
2022.
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