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Tradicionalne metode:

- Opazovanje simptomov okuzb
- lzolacija gliv v Ciste kulture
- Makro- in mikroskopski pregled micelija in razmnozevalnih struktur
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Tradicionalne metode - problemi:

Podobnost med vrstami (kripti¢ne vrste ...)

npr. Hymenoscyphus albidus in H. pseudoalbidus; Botryosphaeriaceae;
Fusicoccum spp., ...

Nekultivabilnost
npr. povzrociteljice rij (Melampsora spp., ...)

Nesimptomatske okuzbe
npr. okuzena semena z Giberella circinata
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Molekularne tehnike:

- Biomakromolekule (predvsem proteini in nukleinske kisline)

- Preucevanje nukleinskih kislin veCinoma temelji na verizni reakciji s
polimerazo (PCR)

- Raznolikost metod (klasi¢ni PCR, PCR v realnem ¢asu, AFLP, RFLP-PCR,
RAPD, RAMS, ...)

- Hitrejse tehnike identifikacije

Gozdarski institut Slovenije
Slovenian Forestry Institute




Molekularne tehnike (Analize genetskega
materiala)

- vpogled v raznovrstnost na nivoju genoma

- filogenija in klasifikacija gliv

- populacijska genetika gliv

- spoznavanje in razumevanje procesov nastanka vrst in
adaptacije

- natancnejsa identifikacija

- doloCevanje povezav med razlicnimi fazami v zivljenjskem
krogu glive

Molekularne metode - problemi:
lzvedba

Analiza

Mutacije
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Dopolnjevanje identifikacije na osnovi
morfoloskih znacilnosti z molekularnimi
informacijami.
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Nukleinske kisline; DNA (deoksiribonukleinska kislina,
poljudno: DNK)

- del DNA kodira zapise za proteine, RNA
- vedji del ima regulatorno in strukturno funkcijo (98%)
- velikost glivnih genomov v obmoc¢ju 10-60 Mbp (¢lovek 3.300 Mbp)

Nucleus,
~ lear Envelope,
Chromosomes and

Microtubules

Microfilaments




DNA Barcoding

e kratke regije vgenomu (nekaj 100 bp), ki odrazajo evolucijo organizma
in jih lahko uporabimo za identifikacijo in izracun sorodnosti med
razlicnimi taksonomskimi skupinami

* dolocanje vrst s crtnimi kodami DNA

e zaglive l. 2007 izbrana kot crtna koda del regije rDNA
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¢ FJ237526 ggagtatgcctgtatcagtgtecgtacateaaacttggetttettecttecgtgtagteggtggaggatgtgecagatgtgaagtgtettgegggtgteettegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
¢ FJS560913 gyagtatgectgtatecagtgtecygtacatecaaacttiggetttettecttecygtgtagteggtggaggatgtgecagatgtgaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttetetitgetegaaaagegtggtgtty
M FJ237521 ggagtatgectgtatcagtgtecgtacatcaaacttggetttettecttecygtgtagteggtggaggatgtgecagatgtgaagtgtettgeaggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaaaagegtggegtty
P FJA65225 gyagtatgoctgtatcagtgtecgtacatecaaacttggetttettecttecygtygtagtegygtggaggatgtyecagacgtyaagtytettgegggtygtectteyggtegtetygegagtectttgaaatgtactyaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
P FJ237524 ggagtatgcotgtatcagtgtecgtacateaaacttggetttettecttecygtygtagtegygtggaggatgtygecagacygtgaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttctetttgotegaaaagegtyggtgtty
6 ITY skupna gyagtatgectgtatcagtgtecygtacatecaaacttggetttettecttecytygtagtegytggaggatgtyccagacgtgaagtytettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttygaaatgtactgaactgtacttectetttgetegaaaagegtggtgtty
7 ITS skupna gyagtatgectgtatcagtgtecgtacatecaaacttggetttettecttecygtgtagteggtggaggatgtgecagacgtgaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtecttigaaatgtactgaactgtacttectetitgetegaaaagegtggtgtty
8 ITS skupna ggagtatgcocctgtatcagtgtecgtacatecasacttggetttettecttecgtgtagteggtggaggatgtgecagacgtgaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
9 ITS skupna ggagtatgeetgtatcagtgtecgtacateaaacttggetttettecttecgtgtagtegytggaggatgtygecagacgtgaagtgtettyegggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttetetttgotegaaaagegtggtgtty
10 IT& skupna gyagtatgoctygtatcagtygtecygtacatecasacttggetttettecttecygtygtagtegytggaggatytyccagacygtgaagtytettgegggtytecticygytegtetyegagtectttyaaatytactgaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
11 ITS4 rc ggagtatgecctgtatcagtgtecgtacatcaaacttggetttettecttecgtgtagteggtggaggatgtgecagacgtgaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
12 ITS skupna gyagtatgoctgtatcagtgtecgtacatecaaacttggetttettecttecgtygtagteggtggaggatgtyeccagacgtyaagtytettgegggtgtecttcyggtegtetygegagtectttgaaatgtactyaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
13 ITS skupna ggagtatgeotgtatcagtgtecgtacateaaactiggetttettectteegtgtagteggtggaggatgtgecagacgtgaagtgtettgegggtgtecttogggtegtetgogagtectttigaaatgtactgaactgtacttctetttgotegaaaagegtggtgtiyg
14 IT34 rc ggagtatgectgtatcagtgtecgtacateaaacttggetttettecttecygtgtagtegytggaggatgtyecagacygtgaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactgaactgtacttetetttgotegaaaagegtggtgtty
15_IT8 skupna gyagtatgecetgtatecagtgtecygtacatecaaacttgygetttettecttecytgtagtegytggaggatgtyecagacgtgaagtytettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttgaaatgtactygaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
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Jesenov ozig:

- Chalara fraxinea
- Hymenoscyphus pseudoalbius / H. albidus
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Izolat SE Slovenia HM140828
H. pseudoalbidus PL FJ597975
H. albidus FR GUS86876

Izolat SB Slovenia HM140828
H. pseudoalbidus PL FJ59797S
H. albidus FR GUS86876

Izolat SB Slovenia HM140828
H. pseudoalbidus PL FJS9797S
H. albidus FR GUS86876

Izolat SB Slovenia HM140828
H. pseudoalbidus PL FJS9797S
H. albidus FR GUS86876

Izolat 5B Slovenia HM140828
H. pseudoalbidus PL FJS97975
H. albidus FR GUS86376




Eutypella parasitica:

podobnost med vrstami (Diatrypaceae

- molekularna primerjava s tipsko vrsto
- ovrednotenje 68 izolatov

metoda hitre diagnostike:
direktno iz okuzenega lesa
iz Cistih kultur

“ BioEdit Sequence Alignment Editor - [Untitled from Clipboard]
P File Edt Sequence Algnment Yiew Accessory Apphcation RNA Worl Wide Web Options Window Help
=u}
B & [Couier Hew b ]

10 tolal sequences

e e S
@1 DIT oo+ =B INIPES o

vrer) irrrrperen ey R R AR R AR RN RAR]

P e rae [verr vaee (Ereeveer vreepreen [ ever [ fevyrarr vanevery vy
9 3

=l 210 220 230 40 260 270 2 300 310 3z0 340 350
5Z6/1 CCGCCEAAGGACTGTTAAACTCTGTT ATTPTATGGAA - - TCTGAGTTATTATACTTAAT AAGT TAAAACTTICAACAACGGATCTCTTGET TCTEGGCATCEATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT G
KL/1 CCGCCGAAGGACTGTTAAACTCTGTT ATTTTATGGAA -~ TCTGAGTTATTATACTTAATAAGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGET TCTEECATCEATCAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
M1/l CCGCCGAAGGACTGTTAAACTCTGTT ATTTTATGGAA ~ TCTGAGTTATTATACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGEGATCTCTTGET TCTGECATCEATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
o271/1 CCGCCGAAGGACTGTTAAACTCTGTT ATTTTATGGAA - - TOTGAGTTATTATACTTAAT AAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
Asl/i CCGCCEAAGGACTETTAAACTCTGTT ATTTTATGGAA - TCTGAGTTATTATACTTAATAAGT TAAAAC TTTCAACAACGEATCTCTTGETTCTGECATCEATGAAGA GCGAAATGCGATAAGTAATGT
SEZ/1 CCGCCEGAAGGACTGTTAAACTCTGTT ATTTTATGGAA ~ TCTGAGTTATTATACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGEATCTCTTGGET TCTGGCATCGATCAAGAACGCAGCGARATGCGATAAGTAATGT
roi/1 ATTTTATGGAA - TCTGAGTTATTATACT TAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGEATCTCTTGETTCTEECATCOATGAAGAACGCAGCEAAATGCEATAAGTAATGT
ZN1/ CCGCCGAAGGACTETTAAACTCTGTT ATTTTATGGAA ~ TCTGAGTTATTATACTTAATAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT AACGCAGCEAAATGCGATAAGTAATGT

TTTCTATGAAACTTCTGAGTGTTTTAACT TAATAAAT TARLACTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTGECATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
CATTTAATAAACTAAAACTTTCAACAACGEATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT

TCETCGACGGACCATTAAACTCTGTT
CCGCCAGAGGACCATCAAACTCCAGTCAGTAAACGATGCAGTCTGAARAA

AY462578 . Eutypella vitis
43938004.1| Botrvosphaeria dothidea
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Botryosphaeriaceae

- odmiranje ¢rnih gabrov
(1997 dalje)

- Botryosphaeria dothidea

- Dothiorella spp.

93

Dothiorella sp. “A”
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Dothiorella sp. CAP187
D.sarmentorum CBS115038

991 p.acerina CBS910.73

D.sarmentorum IMI63581b
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B. dothidea CMW8000
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7 D pinea CBS393.84 —
I—— D. seriata CBS112555

L’_i D. mutila CBS112553
D.rosulata CBS116470 -

L. gonubiensis CBS115812
L.theobromae CBS124.13

N. mangiferum CMW7024 =
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L. pseudotheobromae CBS447.62
‘| L. crassispora WAC12533
L. parva CBS356.59 -
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Botryosphaeria

Diplodia

Lasiodiplodia



Botryosphaeria dothidea
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Giberella circinata:

Plant sample/Seed sample

Isolation followed DNA extraction from

by morphological symptomatic tissues or
identification from seeds following

biological enrichment
(Appendix 3)

/\

PCR/SyBr green real-time PCR Real-time PCR
(Appendix 4) (Appendix 6)

Positive: Negative: Positive Negative:

G. circinata no G. circinata no G. circinata
present present * present

A

in case of uncertainty, Confirmation by one of the
confirmation Is following methods: - -
recommended by one of the sIsolation followed by Positive: Negative:
following molecular methods morpholegical identification G. circinata ne G. circinata
on the pure culture: sMelting curve analysls present present
*PCR-RFLP of H3 gene (Appendix 4)

(Appendix 2) +IGS amplicon sequencing
«PCR/SyBr green real-time (Appendix 5)

PCR (?\yppelgwdbt 4) *Real-time PCR (Appendix 6)

*lGS amplicon sequencing

(Appendix 5)

*Real-time PCR (Appendix 6)

AN

Positive: Negative: Positive: Negative:
G. clrcinata no G. circinata G. circinata no G. circinata
present present * present present

* It is reported In the literature that G. circinata
may sometimes be present in a quiescent
form which can not be detected by isclation.
Theretore, the absence of G. circinata can not
be ascertained by Isolation.

Fig. 5 Fow diagram for diagnosis of Gibberella circinata on plant tissue and on seeds.

| UGA5035052
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FJ237526 gyagtatgeetgtatecagtgtecgtacateaaacttggetttettectteeygtgtagtegytygaggatgtyecagatgtyaagtgtettyegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
FJ560913 ggagtatgeetgtateagtgtecgtacateaaactiggetttettectteegtgtagteggtygaggatgtyecagatgtgaagtgtetigegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaasagegtggtgtty
FJ237521 gyagtatgectgtateagtgtecgtacateaaacttggetttettectteeygtgtagtegytygaggatgtyecagatgtyaagtgtettyeaggtgtectteggytegtetgegagtectttyaaatgtactyaactgtacttetetttgetegaaaagegtyggegtty
FJ665225 ggagtatgeetgtateagtgtecgtacateaaactiggetttettectteegtgtagteggtygaggatgtyecagacgtyaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaazagegtggtgtty
FJ237524 ggagtatgectgtatcagtgtecgtacateaaactggetttettectteceqgtgtagtegytygaggatgtyecagacgtgaagtgtettgegggtgtectteqggtegtetygegagtectttyaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaasagegtyggtgtty

ITS skupna gyagtatgeetgtateagtgtecgtacateaaacttggetttettecttecgtgtagteggtygaggatgtyecagacgtygaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactygaactgtacttetetttgetegaaaagegtggtgtty
ITS skupna ggagtatgeetgtatcagtgtecgtacateaaactiggetttetteccttcegtgtagteggtyggaggatgtyecagacgtyaagtgtetigegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtactictetttgetegaasagegtggtgtty
ITS skupna gyagtatgeetgtatecagtygtecgtacateaaacttggetttettecttecytytagtegytygaggatgtyecagacygtyaagtgtettgegggtygtectteggytegtetgegagtectttyaaatgtactyaactgtacttetetttgetegaasagegtyggtygtty
ITS skupna ggagtatgectgtatcagtgtecgtacateaaactiggetttettectteegtgtagteggtyggaggatgtygecagacgtygaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaasagegtggtgtty
10 ITS skupna ggagtatgectgtatcagtygtecgtacateaaactiggetttettecttecegtytagtegytygaggatgtyecagacygtyaagtgtettgegggtgtectteggytegtetgegagtectttyaaatgtactgaactygtacttectetttgetegaasagegtygtgtty
11 I784 re gyagtatgeetgtateagtygtecgtacateaaacttggetttettectteegtgtagteggtygaggatgtyocagacgtyaagtgtettgegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtacttetetttgetegaasagegtggtgtty
12 IT8 skupna ggagtatgectgtatecagtgtecgtacateaaactiggetttettecttcegtgtagteggtygaggatgtyecagacgtyaagtgtetigegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtacttctetttgetegaasagegtyggtgtty
13 ITS skupna ggagtatgcetgtatcagtgtecgtacatecasacttggetttettectteeygtygtagteggtygaggatytyecagacgtyaagtytettgegggtgtectiegggtegtetgegagtectityaaatytactyaactytacttetetttyetegaaaagegtgytytty
14 IT84 re gyagtatgeetgtatecagtytecgtacatecaaactiggetttettecttcegtgtagtegytygaggatgtyecagacgtyaagtgtetigegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactytactictetttgetegaaaagegtyggtgtty
15_IT8_skupna ggagtatgeetgtatecagtgtecgtacateaaactiggetttettectteegtgtagteggtyggaggatgtygecagacgtgaagtgtetigegggtgtecttegggtegtetgegagtectttyaaatgtactgaactgtacttctettitgetegaaaagegtggtgtty
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