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IZVLECEK

Drevesa iz rodu Pinus so ekolosko in druzbeno-ekonomsko pomemben del slovenskih
gozdov. V zadnjih nekaj desetletjih njihovo zdravje in odpornost ogrozata tudi dve
bolezni, in sicer rjavenje borovih iglic, ki jo povzroca gliva Lecanosticta acicola, ter
rdeca pegavost borovih iglic, ki jo povzrocata glivi Dothistroma pini in D. septosporum.
V Sloveniji smo rjavenje borovih iglic prvi¢ zaznali leta 2008, rdeco pegavost borovih
iglic pa ze leta 1971. Vse tri glive na gostiteljskih rastlinah povzroc¢ajo podobne
simptome, lahko pa so tudi hkrati prisotne. Ker simptomi ne zadostujejo za
identifikacijo povzrocitelja, so za dolo€itev patogena pomembne robustne molekularne
metode. Preverili in primerjali smo u¢inkovitost dveh razli¢nih obstoje¢ih molekularnih
metod detekcije s pomocjo specificnih zacetnih oligonukleotidov: polimerazno verizno
reakcijo in polimerazno verizno reakcijo v realnem casu. Metodama smo dolo¢ili
kriticne parametre in limito detekcije in s tem verificirali njuno implementacijo v
Laboratorij za varstvo gozdov na GIS. Dodatno smo primerjali tudi kriticne parametre
obeh metod.

Kljuéne besede: Dothistroma pini, Dothistroma septosporum, Lecanosticta acicola,
PCR v realnem casu, verifikacija

ABSTRACT

COMPARISON OF TWO METHODS OF DETECTION OF FUNGI Lecanosticta
acicola, Dothistroma pini, AND D. septosporum

Pine trees Pinus spp. are an ecologically and socio-economically important part of the
Slovenian forests. Two pine needle diseases have been affecting vitality and future
resilience of pine trees in the last few decades. The brown spot needle blight, caused
by Lecanosticta acicola and the Dothistroma needle blight (DNB), caused by
Dothistroma pini and D. septosporum. First detected in Slovenia in 1971 (DNB) and
2008 (L. acicola), the three fungi produce similar symptoms in the host plant and can
even be present simultaneously. As the symptoms are not distinctive enough for
identification of the fungus species causing them, robust molecular methods are needed
to identify the pathogen infecting the host. We verified and compared the efficiency of
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two molecular methods for detection, a specific end-point PCR and a specific real-time
PCR. We determined the critical parameters and the limit of detection for both methods,
verifying the implementation of both protocols into the Laboratory of Forest Protection
on the Slovenian Forestry Institute. Additionally, we compared the critical parameters of
the two methods.

Key words: Dothistroma pini, Dothistroma septosporum, Lecanosticta acicola, real-
time PCR, verification

1 UVOD

Bori (Pinus L.) predstavljajo pomembno vrsto v slovenskih gozdovih, tako iz
ekoloskega kot iz druzbeno-ekonomskga vidika (povzeto po Ogris ef al., 2023). V
Sloveniji bori predstavljajo okoli 5,4 % lesne zaloge gozdov (Porocilo ..., 2023). Na
zdravstveno stanje borov vplivajo tudi Stevilne bolezni, ki jih povzrocajo glive. V
zadnjih desetletjih se povecuje intenzivnost bolezni iglic in poganjkov borov. Med
njimi sta tudi rjavenje borovih iglic, ki ga povzroc€a gliva Lecanosticta acicola (von
Thiimen) Sydow ter rdeca pegavost borovih iglic, ki jo povzroca kompleks dveh
kripti¢nih vrst gliv, Dothistroma pini Hulbary in Dothistroma septosporum (Dorogin)
Morelet. V Evropski uniji (EU) so bile vrste umeséene na sezname karantenskih vrst,
zaradi razSirjenosti pa so od 2019 razvrSc¢ene med regulirane nekarantenske vrste
(Izvedbena ..., 2019).

Morfoloska identifikacija do nivoja vrste je pri omenjenih glivah, predvsem pri vrstah
rodu Dothistroma, nezanesljiva, zato so za identifikacijo vrst danes uporabljajo
molekularne metode, vkljuéno s klasi¢nim PCR in PCR v realnem ¢asu (povzeto po
Barnes et al., 2004, Barnes et al., 2016, Bradshaw, 2004, Ioos et al., 2010, Piskur, 2021,
Sadikovi¢ et al., 2019, Schneider et al, 2019). Ob uvedbi novih, Ze validiranih
diagnosticnih metod ali ob razsiritvi nabora matriksov, na katerih ze vpeljane metode
uporabljamo, je v posameznem laboratoriju potrebno vedno preveriti parametre
izvedbe in potrditi, da se metoda v posameznem matriksu lahko izvede dovolj
ucinkovito. V Laboratoriju za varstvo gozdov Gozdarskega instituta Slovenije redno
analiziramo vzorce dreves iz rodu Pinus s sumom na bolezni, zato je pomembno, da
imamo implementirane robustne metode za detekcijo gliv, ki povzroéajo rdeco
pegavost in rjavenje borovih iglic.

2 MATERIALI IN METODE

Preverili smo izvedbo dveh razli¢nih metod detekcije treh vrst gliv L. acicola, D. pini in
D. septosporum v ekstraktu DNA borovih iglic, ki smo mu dodali DNA tarénih vrst gliv.
Primerjali smo klasi¢ni PCR (PCR) in PCR v realnem ¢asu (QPCR), ki so ju razvili (loos
et al., 2010) in sta del diagnosti¢nega standarda EPPO PM 7/046 (03) Lecanosticta
acicola (formerly Mycosphaerella dearnessii), Dothistroma septosporum (formerly
Mycosphaerella pini) and Dothistroma pini (EPPO, 2015), obe metodi pa temeljita na
uporabi specifi€nih zacetnih oligonukleotidov (in sonde).

Za oceno kriti€nih parametrov smo pridobili neokuzZene iglice (Pinus sp., odsotnost
tarénih gliv potriena po standardu PM7/046 (03) (EPPO, 2015)), izolate Cistih kultur
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tar¢nih in netarénih gliv iz Zbirke zivih kultur Laboratorija za varstvo gozdov (ZLVG) ter
posamezne strome D. septosporum (Preglednica 1).

Preglednica 1: Tipi materiala in vrste, uporabljene v postopkih celokupne ekstrakcije DNA.

Tip materiala Vrsta (Stevilka izolata Ciste kulture)
Zdrave iglice (rastlinski material) Pinus sp.

Posamezne strome Dothistroma septosporum

Izolati €istih kultur — tar€ne glive Lecanosticta acicola (ZLVG284)

Dothistroma (ZLVG359 = CBS134690)

Dothistroma septosporum (ZLVG361 = CBS134691)
Izolati Cistih kultur — netar¢ne glive | Diplodia pinea (ZLVG 902)

Neofusicoccum parvum (ZLVG 960)

Botryosphaeria dothidea (ZLVG961)

Iz vseh nastetih materialov smo opravili ekstrakcijo celokupne DNA z ekstrakcijskim
kitom Nucleospin Plant Il (Macherey Nagel, Nemcija) po navodilih proizvajalca z nekaj
modifikacijami: homogenizacija 2 x 30 s pri 7800 rpm z vmesnim premorom 20 s
(homogenizator Precellys Evolution, Bertin, Francija) in tubice Lysing Matrix A (MP
Biomedicals, ZdruZene drzave Amerike), €as inkubacije smo podaljSali na 1 uro, konéno
elucijo pa smo naredili z 50 pl priloZzenega elucijskega pufra. Ekstraktom DNA smo
dolocili koncentracijo s pomoc¢jo spektrofotometra Biophotometer Plus (Eppendorf,
Nemdija) in pCuvette (Eppendorf, Nemcija).

Pri posameznem postopku PCR in gqPCR smo pridobili kriticne parametre analiticne
obdutljivosti in ponovljivosti s pomocjo treh red¢itvenih vrst DNA tar¢nih vrst v matriksu
DNA zdravih iglic v razmerju 1:10. Limita detekcije je bila dolo¢ena pri redgitvi, kjer je
postopek pri vseh ponovitvah zaznal prisotnost DNA taréne glive. Analitiéno specifi¢nost
(ekskluzivnost) smo preverili z navzkriznim testiranjem tarénih vrst in testiranjem
netarcnih vrst gliv. Pri gPCR smo selektivnost preverili s primerjavo Cq vrednosti s t-
testom za neodvisna vzorca s stopnjo zaupanja 95% s pomocjo statisticnega programa
R razli¢ica 4.2.2 (R Core Team, 2022) med postopki z redCitvenimi vrstami DNA tar¢nih
vrst v matriksu DNA zdravih iglic in postopki red¢itvenih vrst, kjer je ekstrakt DNA zdravih
iglic nadomestila voda (Molecular Grade Water, Sigma Aldrich, Zdruzene drzave
Amerike). S stopnjo uspesnosti zaznave ekstraktov posameznih strom D. septosporum
smo preverili tudi analiti¢no obcutljivost ekstrakcije.

MeSanico za PCR (20 pl) smo pripravili z Amplitaqg Gold 360 MM (ThermoFisher
Scientific, ZdruZene drzave Amerike): 0.4 pyl GC Enhancer, posamezen par zacetnih
oligonukleotidov (loos et al., 2010) v 0,6 uM koncentraciji (Sigma Aldrich, Zdruzene
drzave Amerike) ter 2 yl DNA. V primeru redCitvenih vrst v matriksu zdravih borovih iglic
smo Vv reakcijo dodali 1 pyl DNA v posamezni redgCitvi in 1 ul (33, 6 ng) DNA zdravih
borovih iglic. Pogoji PCR so sledili pogojem, ki so jih opredelili loos et al. (2010), reakcije
PCR pa so potekale na napravi X50S (Eppendorf, Nemcija). Uspesnost postopka je bila
ocenjena s prisotnostjo pomnozka pri¢akovane dolzine (193 bp pri D. pini, 237 bp pri L.
acicola in 231 bp pri D. septosporum) v 1 % agaroznem gelu.

Pri qPCR je bila detekcija posameznih gliv izvedena v lo€enih postopkih (monopleksih).
Reakcijsko meSanico (10 pl ) smo pripravili s Perfecta gqPCR ToughMix LowRox
(QuantaBio, Zdruzene drzave Amerike): posamezen par zaCetnih oligonukleotidov (loos
etal., 2010) v 0,3 uyM koncentraciji (IDT, ZdruZzene drZzave Amerike) in ustrezne sonde v
0,1 uM koncentraciji po loos et al. (2010), vendar modificirane z barvilom FAM na 5' in
BHQ1 na 3' koncu. V reakcijo smo dodali tudi 2 yl DNA v posamezni redgitvi. V primeru
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redcitvenih vrst v matriksu zdravih borovih iglic sta bila v reakcijo dodana 1 ul DNA v
posamezni redgitvi in 1 pl (33, 6 ng) DNA zdravih borovih iglic. Reakcije so bile izvedene
na napravi QuantStudio 3 (Applied Biosystems, Zdruzene drzave Amerike) po postopku
s strani loos et al. (2010), s podaljSano zacetno denaturacijo (15 min) in povecanim
Stevilom ciklov (50). Ovrednotenje rezultatov in izris grafov smo izvedli v programu
QuantStudio Design & Analysis (ThermoFisher Scientific, Zdruzene drzave Amerike).

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Limita 100% detekcije je bila pri obeh metodah za vse tri tar¢ne organizme pri enaki
red¢ivi, 1: 10°. Pri L. acicola je to pomenilo 1,72 pg DNA na reakcijo, pri D.
septosporum 0,97 pg DNA na reakcijo, pri D. pini pa 1,32 pg DNA na reakcijo
(Preglednica 2). Limita detekcije v originalni publikaciji je bila dolocena pri stopnji
detekcije 95% in je znasala 2 pg DNA na reakcijo za postopke PCR in 0,2 pg na reakcijo
za postopke qPCR. Pri postopkih PCR smo tako zaznali nizjo koncentracijo kot loos et
al. (2010), pri postopkih qPCR pa nekoliko vi§jo, vendar Se vedno v primerljivem
velikostnem razredu. Kljub primerljivosti limite 100% detekcije med obema metodama
pa se je metoda qPCR izkazala kot bolj uspeSna pri detekciji nizjih koncentracij gliv
(Preglednica 2). Postopki detekcije za vse tri tar¢ne glive so bili dovolj u€inkoviti
(povprecni R >0.99 in povpreéna ucinkovitost >97%), da so uporabni za detekcijo v
vzorcih borovih iglic (Slika 1).

Preglednica 2: Rezultati testiranja redéitvenih vrst posameznih tarénih gliv L. acicola, D. septosporum in
D. pini v matriksu DNA ekstrakta zdravih borovih iglic z PCR in gPCR metodo.

Red¢itev L. acicola D. septosporum D. pini
Koli¢ina | Detekcija (%) | Koli¢ina Detekcija (%) Koli¢ina Detekcija (%)
DNAv DNAv DNAv
reakciji PCR | qPCR reakciji PCR qPCR reakciji PCR qPCR
[pe] [pe] [pe]
1:10 1720 100 100 973.33 100 100 1320 100 100
1:100 172 100 100 97.33 100 100 132 100 100
1:1000 17,2 100 100 9.73 100 100 13,2 100 100
1:10* 1,72 100 100 0.97 100 100 1,32 100 100
1:10° 0,172 0 67 0.097 11 56 0,132 33 44
1:10° 0,0172 0 33 0.01 0 0 0,013 11 22
1:107 0,00172 0 0 0.001 0 0 0,001 0 0
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Slika 1: Graf pomnozitve red¢itvene vrste DNA ekstraktov posameznih gliv v matriksu DNA zdravih borovih
iglic (levo) in umeritvena krivulja, pridobljena med istim postopkom (desno).

Analitina obcutljivost - zaznava D. septosporum v celokupnem ekstraktu DNA iz 1
same strome je bila pri obeh uporabljenih metodah detekcije 66,6 % (Preglednica 3).

Preglednica 3: Stopnja uspesnosti zaznave D. septosporum v ekstraktih DNA iz strom.

Koli¢ina materiala, iz katere je bil pridobljen ekstrakt PCR qPCR
celokupne DNA - -
P | N | Detekci | P | N | Detekci
S strom D. septosporum 2 0 100 % 2 0 100 %
1 stroma D. septosporum 2 1 66,6 % 2 1 66,7 %

Pri detekciji s pomoc¢jo qPCR matriks ekstrakta DNA iz zdravih borovih iglic ni
statisticno pomembno vplival na visino Cq vrednosti (Preglednica 4, 5 in 6). Za vse tri
taréne glive so p-vrednosti primerjave postopkov v obeh matriksih presegale vrednost
0,05 (p=10,996 pri L. acicola, p = 0,957 pri D. septosporum, p 0 0,892 pri D. pini). Ker
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vsebnost inhibitorjev v iglicah najverjetneje ni konstantna, smo v standardni
diagnosti¢ni postopek za detekcijo vseh treh tarénih gliv vkljucili tudi testiranje
redcitve ekstrakta v razmerju 1:10 in s tem Se dodatno zmanj$ali tveganje za morebitno
inhibicijo.

Preglednica 4: Primerjava analitiCne obcutljivosti detekcije L. acicola z in brez dodatka ekstrakta zdravih
borovih iglic (33,5 ng na reakcijo).

Red¢itev | Koli¢ina DNA V matriksu DNA borovih iglic V matriksu MGW
v reakeiji [pe] Povpr. Cq (= SD) Detekcija Povpr. Cq (= SD) Detekcija
1:10 1720 24,924 (+ 0,080) 100 % 24,918 (+0,058) 100 %
1:100 172 28,173 (+ 0,288) 100 % 28,193 (£ 0,116) 100 %
1:1000 17,2 31,472 (£ 0,138) 100 % 31,632 (+0,080) 100 %
1:10* 1,72 35,553 (¢ 1,225) 100 % 35,414 (+0,487) 100 %
1:10° 0,172 38,122 (£ 0,141) 66.7 % 37,618 (+ 0,502) 66,7 %
1:10° 0,0172 / 0 % / 0%
1:107 0,00172 / 0% / 0%

Preglednica S: Primerjava analiticne obcutljivosti detekcije D. pini z in brez dodatka ekstrakta zdravih
borovih iglic (33,5 ng na reakcijo).

Redcitev | Koli¢ina DNA Matriks DNA borovih iglic Matriks MGW
v reakelji [pe] Povpr. Cq (+ SD) Detekcija Povpr. Cq (+ SD) Detekcija
1:10 1320 26,011 (= 0,038) 100 % 26,036 (+ 0,069) 100 %
1:100 132 29,400 (= 0,060) 100 % 29,319 (+ 0,021) 100 %
1:1000 13,2 32,847 (+ 0,320) 100 % 32,614 (£ 0,211) 100 %
1:10* 1,32 36,358 (+0,632) 100 % 35,769 (+ 0,682) 100 %
1:10° 0,132 / 0% 45,024 33,3%
1:10° 0,013 38,831 33,3% / 0%
1:107 0,001 / 0% / 0%

Preglednica 6: Primerjava analiti¢ne obcutljivosti detekcije D. septosporum z in brez dodatka ekstrakta
zdravih borovih iglic (33,5 ng na reakcijo).

Red¢itev | Koli¢ina DNA Matriks DNA borovih iglic Matriks MGW
v reakeiji [pg] — —
Povpr. Cq (= SD) Detekcija Povpr. Cq (= SD) Detekcija
1:10 973,33 26,011 (+0,038) 100 % 26,039 (+0,069) 100 %
1:100 97,33 29,400 (+ 0,060) 100 % 29,319 (+£0,021) 100 %
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1:1000 0,97 32,847 (+ 0,320) 100 % 32,614 (+0,211) 100 %
1:10* 0,097 36,358 (+ 0,632) 100 % 35,769 (+0,682) 100 %
1:10° 0,01 / 0% 45,024 33,3%
1:10° 0,01 38,831 333 % / 0%
1:107 0,001 / 0% / 0%

Pri preverjanju analiticne specificnosti — ekskluzivnosti pri nobeni od obeh metod
nismo dobili lazno pozitivnega rezultata, tako da sta za testirane izolate obe metodi za
vse tri glive 100% ekskluzivni.

4 SKLEPI

Molekularne metode omogocajo hitro detekcijo gliv povzrociteljic glivnih bolezni, tudi
neposredno v rastlinskem tkivu. V okviru verifikacije smo glede na pridobljene kriti¢ne
parametre ocenili, da sta obe metodi za detekcijo gliv L. acicola, D. pini in D.
septosporum neposredno iz rastlinskega materiala dovolj natancni, specifi¢ni in
robustni za uporabo v diagnostiki vzrokov bolezni v Laboratoriju za varstvo gozdov
Gozdarskega instituta Slovenije.
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