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Sammanfattning

Svenska forskare har mérkt av en 6kning bland Phoma infekterade skogsplantor frén plantskolor
runt om 1 landet. Bade skott och rétter fran tidigare undersdkning har detekterats infekterade med
svampar fran sldktet Phoma. Denna studie undersoker isolat av svamp tagna fran rotter och skott pa
gran och tall frdn 9 olika plantskolor. Isolaten &r identifierade utifrdn morfologi och molekylér
fylogeni utifrdn ITS-sekvensen och tillhor sldktet Phoma. Studiens syfte var att genom
multilokusfylogeni med sekvenserna ITS, aktin och translation elongation factor 1-alpha, utvérdera
om svamparna som infekterar rot respektive skott pd plantorna tillhdr samma eller olika arter av
Phoma. Resultatet som presenteras i tre fylogenetiska trdd, stodjer inte att isolaten tillhor olika arter.
Vidare kunde tvé isolat konstatera tillhora annat sldkte och indikera morfologisk identifiering som
otillrdcklig for att sdrskilja olika arter inom Phoma-sliktet.

Nyckelord: Phoma, skogspatogen, multilokusfylogeni, molekylér fylogeni

Abstract

An increase in infection rate by fungi of the genus Phoma amongst different forest nurseries in
Sweden has been observed by Swedish researchers. This study includes isolates of the genus
infecting both roots and shoots of both pine and spruce seedlings from nine different forest nurseries,
identified by morphological and genetic features (sequencing of the ITS locus). The aim of the study
was to determine if the fungi infecting roots and shoots belong to the same or different species, using
multi locus phylogeny composed of the ITS, actin, and translation elongation factor 1-alpa
sequences. The result, presented in three phylogenetic trees, does not support the isolates to belong
to different species. Furthermore, according to the results of the study there were two isolates that
did not belong to the genus Phoma, indicating morphological features to be incomplete when
identifying species in the genus.

Keywords: Phoma, forest pathogen, multi locus phylogeny, molecular markers
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1 Introduktion

1.1 Bakgrund

Skogsindustrin ~ genomgir  for ndrvarande tvd stora  fOrdndringar:
skogsbruksintensifiering och tilltagande klimatvariationer, vilka medfor en
fordndring for hela det skogliga ekosystemet och kan resultera i1 stora
populationsdkningar och spridning av olika skogsskadegorare (Witzell m. fl. 2017).
Friska trdd dr en grundforutsittning for skogsbrukets ekonomi och med en
intensifiering tillkommer utékade ekonomiska risker, samtidigt som skogen ur ett
ekologiskt perspektiv bidrar till stor biologisk mangfald.

I Sverige produceras 422 miljoner skogsplantor per ar, vanligen genom sidd av {r6
eller vegetativ reproduktion (Skogsstyrelsen 2022). Av dessa utgdrs 93 % av gran
(Picea abies L.) och tall (Pinus sylvestris L.). 1 Sverige anvdnds vanligen tva
odlingsstrategier: barrot och tidckrot, dir tdckrot dominerar. Tackrotstrategin
innebdr att plantorna odlas 1 behéllare med torv i 1-2 &r och fir med sig torven da
plantan ska planteras ut i skog. Barrotsplantor vixer ute pd friland och planteras
vanligen ut efter 3—4 ar (Johansson 2010).

For att sékerstélla en hogre 6verlevnad planteras endast symtomfria, friska plantor
ut i skog — allvarliga skador pa exempelvis rotter eller toppskott innebar att plantan
uteblir fran forsdljning och vidare plantering (Wennstrom m.fl. 2016). Sddana
skador kan bero pa biotiska och abiotiska faktorer sa som torka eller naringsbrist.
Bland de biotiska faktorerna star svampangreppen for manga av dessa skador.

Skadesvampar dr vélkdnda och allvarliga skadegorare som kan angripa trdden
genom olika mekanismer. Infektionerna dr vanliga i tridens alla tillvéxtstadier s
som ungplantor i plantskolor eller fullvuxna trdd ute i skog och kan angripa olika
delar, sa som rotter, stam, skott och barr. I svenska skogsplantskolor dominerar
gramogel (Botrytis cinerea) som den vanligaste sjukdomen. Svampen kan angripa
olika trddarter samt olika véxtdelar, under hela tillvixtsédsongen (Stenstrom 2004).
Fukt kan gynna tillvdxten hos manga skadesvampar. Glesare placering av plantorna
och bittre kontroll av bevattningen &r darfor vanliga atgérder.



Runtom 1 Europa har flera studier de senaste &ren beskrivit Phoma-orsakade
sjukdomar, bendmnda Phoma blight, som angriper gran och tall (Yarmalovich &
Siaredzich 2019; Seredich 2016; Sheller m.fl. 2020; Martin-Pinto 2004). Att
angripa skogsplantor dr en utvecklig for svampsliktet som tidigare varit kdnda inom
patologin hos dkerodlade vixter. Symtom kan vara gulnade barr pa skogsplantans
nedre delar och en sédmre tillvixt hos unga plantor.

Institutionen for skoglig mykologi och véxtpatologi vid SLU tar regelbundet emot
och undersoker prover fran skogsplantskolor runtom Sverige och har nyligen mérkt
av en dkning av plantor infekterade med svampar i sliktet Phoma’.

1.1.1 Svampslaktet Phoma

Phoma ar ett svampslikte inom divisionen Ascomycota, klassen Dothideomycetes,
ordning Pleosporales, tillhorande familjen Didymellaceae. Sliktet innefattar flera
marklevande svamparter som aterfinns i markens vattensystem eller pa organiskt
material. Bland arterna forekommer ménga vaxtpatogener med virdar inom ménga
olika véxtfamiljer. Kinda sjukdomar sdsom torréta hos raps (Brassica napus L.)
(Larsson 2017), rotbrand hos sockerbetor (Beta vulgaris) (Westman 2010) samt
symtom pa gran och tall (Yasrmalovich m.fl. 2019) orsakas alla av arter inom
sldktet Phoma. Manga av arterna i sléktet har lang 6verlevnad dven utanfor sin
vardvaxt och kan exempelvis vila 1 jorden dér de kan bilda en tit massa av mycel
och jordpartiklar och dverleva i over ett ar (Deb m.fl. 2020).

Den taxonomiska beskrivningen av sléktet Phoma @r dn idag inte fullkomligt, vilket
innebér flera oidentifierade arter men &ven obestdmda egenskaper hos de redan
identifierade arterna. Hos majoriteten av de identifierade arterna saknas exempelvis
en klarlagd beskrivning av dess teleomorfer (sexuella stadium) och hos de fa arter
som stadiet finns beskrivet, har man inte kunnat studera dessa i1 odlat tillstand
(Boerema 2004). Flera sldkten sa som Phoma, Didymella och Ascochyta inom
familjen Didymellaceae har visat sig vara polyfyletiska och svara att sédrskilja (Hou
m.fl. 2020). Exempelvis har flera teleomorfer i sldktet Didymella kunnat kopplas
till anamorfer 1 sldktet Phoma, samtidigt som andra arter dnnu inte kopplats till
ndgon kind teleomorf.

Morfologiska artbestimmelser inom sléktet har sina brister. Phoma ar uppdelat
inom 9 olika sektioner varav vissa har tydligare egenskaper kopplade till sin sektion
medan andra morfologiska egenskaper forekommer inom flera sektioner. Odlade
pa agar kan morfologin verka plastisk och ofta saknas karakteristiska drag att utgd
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ifrdn (Avenskamp m.fl. 2009). Foljaktligen innebdr en genetisk identifikation en
enklare och mer tillforlitlig identifiering av arter och dess slidktskap inom Phoma.

1.1.2 Molekylar fylogeni

Morfologiska och fysiologiska karaktdrer dr ofta plastiska och péverkas av
omgivande faktorer, sdsom klimat och néringstillgdng (Figur 1). Detta innebér dven
en ofdrutsdgbarhet som gor egenskaperna svara att anvidnda utifran en fylogenetisk
synpunkt. Molekylar fylogeni innebér att via molekyldr information, sésom DNA,
kunna tolka evolutionidra samband mellan olika organismer, slikten och arter
(Graur & Li 2020).

RN ; A

Figur 1: Bilder (a, b och ¢) pd isolat av Phoma odlade pa agarplattor som uppvisar olika utseenden.
Foto: Ake Olson.

Molekyléra karaktdrer ter sig mer konserverade dn morfologiska och fysiologiska
egenskaper vilket ger en starkare hereditir (&rftlig) karaktir. Evolutionira
fordndringar 1 DNA foljer dessutom forutsdgbara monster, vilket tillsammans ger
mer information om organismers evolutiondra ursprung. Morfologiska egenskaper
ar ofta begrinsade, speciellt da nirbesldktade arter ska skiljas at som i denna studie.
Genetiskt material erbjuder en mycket storre méngfald av egenskaper vilket gor en
taxonomisk kartldggning enklare, dven pa artniva. Utdver att de morfologiska
egenskaperna ofta dr farre, kan de dven vara svérare att avgora om de dr homologa,
alltsd om de utvecklats frdn samma evolutiondra ursprung eller inte. En sddan
beddémning ar ldttare att gora utifrdn genetiska egenskaper.

Lokus ér ett genomiskt omradde for en specifik gen, som kan anvidndas inom
taxonomin for att jamfora och beskriva olika taxonomiska grupper. For att kunna
jamfora DNA-sekvensen i specifika lokus gors PCR-reaktioner dir utvalda primers
anvinds for att kopiera dessa. Efter sekvensering av en PCR-produkt blir resultatet
en DNA-sekvens som kan anvidndas som en specifik streckkod for den okdnda
organismen och jimforas med redan artbestimda organismers streckkoder i
databaser eller bibliotek (Goldstein & DeSalle 2010). Dessa databaser ar dock inte



kompletta med alla lokus fran alla kiinda arter, utan utdkas kontinuerligt i takt med
ny forskning. Detta innebér att det kan finnas brister 1 hur néra traff en s6kning 1
databasen kan fa. I sldktet Phoma har man beskrivit de flesta arter som anamorfer,
vilket kan innebara att telemorfer av dessa beskrivs som en annan art eller slakte 1
databasen.

ITS-regionen é&r ett véilkint och anvént lokus som anvénds for att beskriva svampars
taxonomi. Den &r beldgen mellan den lilla subenheten 18S och den stora subenheten
26S och bestar av tre sammansatta regioner: en vilbevarad sekvens som kallas 5.8S
som ligger mellan tvéd spacer-regioner (ickekodande DNA): ITS1 och ITS2, som
kan te sig mer artspecifika (Iwen m.fl. 2002). Variationen mellan mer bevarat och
artspecifikt DNA gor ITS till ett mycket anvidndbart lokus for identifiering av
svampar. Att sekvensen anvinds brett inom forskning innebédr ocksa att DNA-
databaserna har manga ITS-sekvenser kopplade till manga arter, vilket underlittar
sOkningar med sekvensen.

1.1.3 Multilokusfylogeni

For vissa sldkten ar ITS-regionen vildigt bevarad och oforédndrad (trots
evolutionens gang) mellan olika arter, vilket gér dem svéra sdrskilja enbart utifran
detta lokus (Taylor m.fl. 2000). Det kan darfor vara fordelaktigt att inkludera flera
lokus i jamforelserna dd det kan ge mer variation att anvinda sig av. Att anvidnda
sig av flera lokus pd detta sétt kallas multilokusfylogeni.

Redovisade sekvenser av ITS-regionen i arbetet av Stenstroms m.fl. (2013) visade
vid sokning i DNA-databaser pa traffar hos flera olika arter och dven sldkten, vilket
tyder pa en lag variation i regionen som gor det svért att avgrénsa arttillhorighet
endast utifran denna sekvens. Familjen Didymellaceae har visat sig ha lag variation
i ITS-sekvensen mellan bade arter och sldkten (Hou m.fl. 2020), vilket gor att
anvindande av endast detta lokus kan vara otillrickligt for att artbestimma
svampslédktet Phoma.

For att hitta variation och kunna avgridnsa arters tillhorighet 1 sliktet Phoma,
kompletteras ITS i denna studie med tva proteinkodande regioner: aktin och
Translation elongation factor 1 alpha (TEF). TEF kodar for ett protein som ingar i
proteinsyntesen och anvinds brett inom Phomas taxonomi och dr dérav praktisk vid
sokning i DNA-databaser. Aktin-genen kodar for proteinet aktin som anvinds
frekvent i alla eukaryota celler. Genen anses vara relativt bevarad och &r dérfor ett
bra komplement i den evolutiondra kartliggningen (Aveskamp m.fl. 2009).
Resultatet presenteras i ett fylogenetiskt trdd, ddr noderna representerar genetisk
samhdrighet hos de sammansatta grenarna pa ndgon taxonomisk niva.
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1.1.4 Fylogenetiska trad

Fylogenetiska trdd dr diagram som redogér for en hypotes om det evolutionéra
sldktskapet mellan valda grupper. Sliktskapen i trdden utformas genom att jamfora
de medverkande organismernas ndrmsta gemensamma forfider och pd sa sitt
kartldgga ett evolutiondrt samband. Tridden startar fran en gemensam forfader och
forgrenar sig eller fortloper utifrdn de medverkande organismernas likheter och
skillnader i1 egenskaper. Trdden kan byggas utifrdn olika typer av egenskaper,
sasom morfologiska eller genetiska. I denna studie konstrueras triden utifrn
gruppernas genetiska karaktarer.

En DNA-sekvens byggs upp av fyra olika nukleotider som placeras i olika
ordningar och upprepningar, dér varje nukleotid och dess placering kan ses som en
karaktir for det specifika isolatet (Graur & Li 2020). Nukleotiderna kan bytas ut,
utokas eller raderas under evolutionens gang och dessa genetiska forédndringar foljer
statistiska, forutsdgbara monster. Dessa karaktirer och monster kan jdmforas
mellan olika arter och utifrdn skillnader och likheter 1 dessa kan taxonomin mellan
arterna kartlaggas.

I denna studie anvénds isolat och sekvenser fran okdnda arter och for att ge dessa
en evolutiondr tillhdrighet jamfors de med rapporterade sekvenser frén kéinda arter.
Med hjilp av DNA-databaser kan de beskrivna sekvenserna ITS, aktin och TEF
frén kédnda arter tas fram och inkluderas i tridet for att jamforas med de okdnda
arterna och dirigenom kan en hypotes om slidktskap mellan arterna bildas.

Fylogenetiska trdd kan vara bra verktyg for att forstd sambanden mellan olika arter,
dock finns viss problematik. Exempelvis anvénds statistiska berdkningar for att utse
vilken genetisk forandring som mest troligt gett den resulterande sekvensen, dock
kan inte sambanden sékerstillas och resultatet i triden kan darfor inte tolkas som
absoluta. Som tidigare ndmnt (i avsnitt Molekyldr fylogeni) ar homologa karaktérer
enklare att utse for genetiska egenskaper. Dock innebidr det fortfarande vissa
svarigheter i tolkningen av vad som bor rdknas som evolutionirt och inte, samt att
dven detta endast dr en hypotes och inte faststéllda fakta.

Tradens utseenden paverkas dven mycket pé tillganglig information, sdsom utbudet
av olika sekvenser i DNA-databaser. Alla sekvenser for alla arter finns dnnu inte
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tillgingliga, vilket gor att bestimning till artniva inte alltid &r mdjlig. En gruppering
av isolaten tillsammans med en kéind art (dér alla grenar kommer fran samma nod)
skulle kunna indikera genetiskt utbyte mellan dessa, alltsa att de tillhor samma art
— eller att ndrmare information om sldktskap inte gar att sikerstilla.

1.2 Syfte

Denna rapport utgar fran prover innehdllande det identifierade svampsliktet
Phoma, insamlade fran 9 olika skogsplantskolor i Sverige vid tvé tillfillen,
provtagna fran tall och grans rotter respektive skott. Rotproverna togs fran rotterna
pa symtomfria plantor (Stenstrdm m.fl. 2013) och skottproverna fran skott pa
synligt infekterade plantor. Genom multi-lokusfylogeni med tre utvalda lokus; ITS,
aktin och elongation factor 1 alfa, kartlagdes slédktskapen mellan dessa isolat.

Studiens hypotes var att sldkttriden skulle visa isolaten frdn rot och skott som
separata grenar, vilket indikerar att de tillhor olika arter, inom sliktet Phoma.
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2 Material och metod

2.1 Material

I enlighet med tidigare studie av Stenstrom m.fl. (2013) samlades friska plantor in
frdn 6 olika plantskolor i landet. Prover fran rétter togs och dess svampar odlades
upp pa agarplattor. Dessa renades och sliktskap hos de isolerade svamparna
bestdmdes utifran deras morfologi. Fjorton slumpmassigt utvalda isolat tillhdrande
sldktet Phoma fran studien, anvinds i denna rapport.

Vidare har institutionen for skoglig mykologi och vixtpatologi vid SLU samlat in
synligt sjuka plantor frén olika svenska skogsplantskolor och isolerat svampar frdn
deras skott pa agarplattor. Sliktet identifierades utifrdn morfologi och molekylér
fylogeni utifrdn isolatens ITS-lokus. Av de isolat som tillhorde sldktet Phoma,
valdes fjorton isolat ut slumpvis for att ingd i denna studie. Fortséttningsvis
extraherades DNA fran kulturerna. Utdver isolaten anvindes dven resultatet fran
sekvenseringen av ITS-regionen. I ndstkommande avsnitt beskrivs hur DNA frén
de totalt 28 isolaten forbereddes for sekvensering och vidare tolkning av dessa
(Tabell 1).
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Tabell 1. Tabell 6ver isolaten och den vixtdel de isolerats frdn, virdvixt och plantskola.

Isolat Vaxtdel Vaxt Plantskola

853 23b  Skott Gran Flaboda

1S3 39a  Skott Gran Gideo

553 48b  Skott Gran Lugnet

553 35b  Skott Gran Lugnet

5P1 29b  Skott Tall Lugnet

5P2 41a  Skott Tall Lugnet

1P1 3b Skott Tall Gideo

3S3 3b Skott Gran Trekanten

9S3 22a  Skott Gran Bogrundet

554 50b  Skott Gran Lugnet

552 24b  Skott Gran Lugnet

5P1 31b  Skott Tall Lugnet

1P1 49a Skott Tall Gideo

553 28a  Skott Gran Lugnet

K6l 1 Rot Tall Kildmon

K65 2 Rot Tall Kildmon

S177_4 Rot Tall Stakheden

S178 2 Rot Tall Stakheden

V202 1 Rot Gran Vibytorp

V217 2 Rot Gran Vibytorp

V218 3 Rot Gran Vibytorp

V219 2 Rot Gran Vibytorp

V219 3 Rot Gran Vibytorp

L307_1 Rot Gran Lugnet

L294 2 Rot Tall Lugnet

P399 2 Rot Tall Svenska skogsplantor
P392 1 Rot Tall Svenska skogsplantor
P400_1 Rot Tall Svenska skogsplantor

2.2 Forberedelse av prover infor sekvensering

2.2.1 DNA-extraktion

Mycel fran fjorton svampkulturer frdn rotter, homogenerade med Precellys 24
touch, bertin instruments, 1 tva cykler med instéllningarna 5000 RPM, 30 sekunders
aktivitet och 60 sekunders vila. Vidare anvindes NucleoSpin Plant kit (Clontech)
med buffert PL1 for att bryta ner cellmaterial, for att separera och rena provernas
genetiska material, enligt rekommendationer fran tillverkaren.
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2.2.2 DNA-kvantifiering

Datorprogrammet och tillhorande absorbentsmitare NanoDrop anvidndes, med
instéllt absorptionsmaximum pé 260 nanometer, for att mdta halten DNA i de
extraherade proverna.

2.2.3 PCR-amplifikation och elektrofores

Koncentrationerna av renat DNA optimerades och 25 pl fran varje prov tillsattes i
respektive PCR-ror tillsammans med 11,25 pl autoklaverat vatten, 5 pl buffert, 5
ul ANTP, 1,5 ul MgCl, 0,25 ul Tag-polymeras, samt 1 pl forward respektive reverse
primer.

Polymerase Chain Reaction (PCR) genomférdes (med SimpliAmp Terminal
Cycler, Thermo Fisher Scientific) och temperaturerna optimerades for varje
reaktion. PCR for alla primerpar genomgick samma program men med olika
annelingstemperaturer: 95 °C i 5 minuter f6ljt av 35 cykler med temperaturen 95 °C
1 30 sekunder, 30 sekunders annealing (58 °C for ITS, 50 °C {6r aktin och 55 °C for
EF), f6ljt av 72 °C 1 30 sekunder och avslutades med 72 °C i 7 minuter.

Slutforda reaktioner kontrollerades genom elektrofores (250 V i1 20 minuter) i
agarosgel med 1 % agaros, renades enligt protokoll och anvindes vidare for
sekvensering hos Macrogen och analys.

2.2.4 Analys av PCR-sekvenser

For att tolka resultaten fran sekvenseringen anvéndes datorprogrammet SeqMan
Ultra (DNASTAR 2020) for att kombinera forward- och reverse-sekvenserna till
en sammansatt konsensus-sekvens fran varje sekvenserat lokus och isolat. Dérefter
anvindes mjukvaran Mega X (MEGA Software 2023) for att skapa en alignment
och sammanstdlla sannolika fylogenetiska slakttrad.

2.2.5 Fylogenetisk analys

Alignment av samtliga PCR-sekvenser samt utvalda sekvenser frén kénda arter
(Tabell 2) gjordes i programvaran Mega X med hjdlp av den inbyggda funktionen
ClustalW utifran dess standardinstéllningar och optimerades dérefter ytterligare
manuellt for att sdkerstélla att sekvensernas likheter kunde registreras i storsta
mojliga man. Vidare anvéindes metoden Maximum Likelihood, som é&r en statistisk
berdkning for att fa fram den mest sannolika jimforelsen och sambanden mellan
sekvenserna. Dirtill anvédndes testet Bootstrap (instdllt pd 1000 “replications”) for
att testa trovérdigheten av trddets tropologi (placering av grenar) genom att
jamforas med 1000 rekonstruerade trdad. Det resulterar i ett bootstrapvirde for varje
gren som hogre dn 95 anses vara korrekt.
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Instéllningarna i Mega X for samtliga trdd var foljande: Rates among Sites —
Uniform Rates, Partial Deletion — 70 % (en del av sekvensen tas bort innan analysen
borjar om den innehéller hogre andel dn 70 % av ospecificerade nukleotider),
Heuristic Method — Nearest-Neighbor-Interchange (orotade trad jimfors for att fa
fram den mest sannolika foljden, utan en ndrmast gemensam forfiader), Initial Tree
— Make initial tree automatically, Branch Swap Filter — none och Number of
Threads — 3. Substitutionsmodeller valdes utifrdn programvarans egen
rekommendation (MEGAX-Help 2023).
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3 Resultat

Av de PCR-produkter som skickades for sekvensering (14 av ITS-sekvensen och
28 vardera av aktin- och TEF-sekvensen), erholls slutligen 13 ITS-sekvenser
(exklusive de tidigare sekvenserade 14 proverna, totalt 27 sekvenser), 23 aktin-
sekvenser och 23 TEF-sekvenser. De bortfallna sekvensera var fran olika isolat hos
alla tre lokus. Tre fylogenetiska trdd for de tre sekvenserna kunde utformas i
mjukvaran MegaX utifrdn mjukvarans forslag om bésta modell for evolution av
vardera lokus; modell TN93+G for translation elongation factor 1-alpha, modell K2
for ITS, samt modell TN93+G for aktin-sekvenserna. Konsensustrdd med ldgsta
bootstrapvérde satt till 70 % visas i Figur 2, 3 och 4.

Hos alla tre fylogenetiska trad (Figur 2, 3 och 4) beblandades sekvenserna oavsett
om de hirstammade fran plantors rotter eller skott, tall eller gran. I tva av trdden
grupperades majoriteten av isolat-sekvenserna tillsammans med nigon av
databassekvenserna: ITS-sekvenserna (Figur 4) grupperades tillsammans med
databassekvensen frin arten Didymella boeremae (dven kallad Phoma boeremae
enligt EPPO) (Tabell 2), respektive aktin-sekvenserna (Figur 3) tillsammans med
tva datorbas-sekvenser, bada tillhérande arten P. herbarum (Tabell 2). Sekvenserna
for TEF (Figur 2) grupperades dock inte tillsammans med nagon sekvens fran
databasen. Detta trdd var ocksd mer forgrenat bland isolatens sekvenser @n de
Ovriga tva trdden, dér vissa grupperingar endast inneh6ll plantor fran plantskolan
Lugnet medan andra innehdll en geografisk blandning med avseende pa isolatens
ursprung.

Tva isolat separeras fran de Ovriga i samtliga trdd: isolat V202 1 frén skott och
5P1 31D fran rot (férutom ITS-sekvensen for SP1_31b som inte kunde sekvenseras
och darfor inte redovisas 1 tradet). Tradet 6ver TEF-sekvenserna placerade V202 1
ndrmre grupperingen av de andra isolaten och 5P1 31b frn en nod léngre ifrén.
Utifrén aktin-sekvenserna (Figur 3) placerades de fran samma nod tillsammans med
de ovriga databas-sekvenserna som uteblev fran grupperingen av 6vriga isolat. ITS-
sekvensen for V202 1 grupperades tillsammans med sekvensen fran arten
Ascochyta phasae tagen fran databasen.
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Tabell 2. Tabell over sekvenser som hdmtats fran DNA-databasen National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Uppger namn pd arten som sekvensen tillhor, databasens stam
och accession nummer samt sekvenserat lokus.

Art Namn Stam Nr. Ac. Nr. Lokus
Boeremia exigua DAR 79101 JF925328 TEF
var. exigua

Aaosphaeria CBS 175.79 XM_033525593 TEF
arxii

Boeremia exigua ~ XM_046136058 TEF
Didymella CSB 183.54 XM_033593526 TEF
exigua

Ascochyta rabiei - XM_038938193 TEF
(Didymella

rabiei)

Ascochyta pisi CBS 122785 NR_135981 ITS
Didymella CBS 109942 NR_135962 ITS
boeremae

Ascochyta CBS 184.55 NR_135942 ITS
phacae

Phoma CBS 567.63 AY748978 Aktin
herbarum

Phoma CBS 276.37 AY748977 Aktin
herbarum

Phoma betae CBS 112.85 AY748973 Aktin
Didymella CBS 183.55 XM_033586749 Aktin
exigua

Didymella - MZ_666950 Aktin
macrostoma

Phoma dennisii  CBS 631.68 AY748974 Aktin
Boeremia exigua - XM_046140936 Aktin
Phoma CBS 527.66 AY748976 Aktin
eupyrena

Phoma CBS 361.51 AY748975 Aktin
eupyrena

Phoma - AY748980 Aktin
nigrificans

Phoma CBS 740.96 AY748981 Aktin
nigrificans

Didymella rabiei AR628 KM244530 Aktin
Ascochyta rabiei - XM_038941744 Aktin
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Figur 2. Fylogenetiskt trdd &ver sekvensen for translation elongation factor 1 alpa (TEF) fran 23
isolat och 5 arter tagna frin DNA-databasen National Library of Medicin. Tradet ar uppbyggt med
hjilp av mjukvaran MEGAX utifrdn maximal sannolikhet, med den bist passande modellen
TN93+G enligt programmet. Bootstrapvarden (>70 %) syns ovanfor varje gren.
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Figur 3. Fylogenetiskt trdd dver sekvensen for aktin fran 23 isolat och 13 arter tagna frdn DNA-
databasen National Library of Medicin. Trddet &r uppbyggt med hjilp av mjukvaran MEGAX
utifrin maximal sannolikhet, med den bidst passande modellen TN93+G enligt programmet.
Bootstrapvirden (>70 %) syns ovanfor varje gren.
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Figur 4. Fylogenetiskt trid over sekvensen for ITS fran 27 isolat och 3 arter tagna fran DNA-
databasen National Library of Medicin. Trddet &r uppbyggt med hjilp av mjukvaran MEGAX
utifrin maximal sannolikhet, med den bédst passande modellen K2 enligt programmet.

Bootstrapvarden (>70 %) syns ovanfor varje gren.
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3.1 Diskussion

Hos samtliga trad utgick majoriteten av isolaten (isolerat fran bade rot och skott)
frdn samma gren, vilket innebar att resultaten inte kan stodja hypotesen att dessa
skulle vara separata arter inom sliktet Phoma. For att styrka att dessa tillhor samma
art bor fler lokus testas och jimforas samt jaimforas med andra nirbeslidktade arter
fran DNA-databasen, da resultaten fran denna studie inte kan faststélla att dessa
skulle vara samma art. Utdver en beblandning av isolatens harkomst, syntes dven
beblandning av virdvixt vilket tyder pa att det inte ror sig om olika arter som
infekterar gran och tall.

For de fylogenetiska traden baserade péd sekvenserna for ITS och aktin, klumpades
majoriteten av isolaten samman med sekvenserna for Didymella boerema och
Phoma herbarum (tab. 2.). Da bada arterna tillhor slaktet Phoma (D. boerema kallas
aven Phoma boerema), vilket tyder pa att sekvenseringen av studiens valda lokus
var tillriackliga for att bestimma slékttillhorighet hos dessa isolat. Samtidigt sags
tvd isolat i samtliga trdd pd separata grenar fran 6vriga isolat, V202 1 och 5P1 _31b,
vilket tyder pa att dessa skulle kunna vara fran annat slékte. Ytterligare sokning 1
NCBI gjordes for dessa sekvenser visade stora likheter mellan sekvenserna och
arter fran andra slakten &n Phoma. Isolat SP1_31b visade starka likheter med arten
Ilyonectria destructans for bade TEF- och aktin-sekvensen (sekvenseringen for ITS
av detta isolat misslyckades och kunde dirfor inte jimforas). Aven de
nistkommande traffarna uppgav likheter med andra arter inom samma slikte,
Ilyonectria. Isolat V202 1 kunde sokas utifrdn alla tre sekvenserade lokus i
databasen och visade stora likheter med olika arter inom sliktet Epicoccum hos
sekvenserna av ITS och TEF. Aktin-sekvensen gav ldgre nivder av likheter till flera
olika slékten, vilket skulle kunna bero pa att forskning med sekvensering av aktin
for detta sldkte saknas i databasen.

Dock kan konstateras att dessa resultat tyder pa att isolat V202 1 och 5P1 _31b inte
tillhor svampsldktet Phoma och dartill att identifieringen via morfologiska
karaktérer samt sekvenseringen av endast ITS-lokuset kan ses som otillrdckligt for
att faststilla sldktskap hos detta sldkte.

Tradet 6ver TEF-sekvenser grupperade majoriteten av isolaten, precis som dvriga
trdd, dock inte tillsammans med nagon kédnd art himtad fran databas. Detta kan tyda
pa att tillrickligt nédrbesldktade arter inte fanns tillgdngliga med denna sekvens.
Samtidigt var isolatens gruppering mer forgrenad i detta trad dn de 6vriga. Dessa
mindre subgrupper som bildades bland isolaten i trddet, kan tyda pa storre genetisk
likhet, exempelvis pd grund av geografiska faktorer. Ursprungen i tabell 1 visade
att de mindre grupperingarna innehdll isolat fran samma plantskola, Lugnet. For att
faststdlla om dessa grupperingar beror pa geografin och att dessa skulle kunna vara
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isolerade populationer, bor ytterligare studier inkludera fler isolat frén varje
plantskola.

Vidare skulle studien kunna forbéttras genom att anvéanda fler loki for att kunna fa
battre traffar bland redan studerade arter vars sekvenser finns att jamfora med 1
databasen, samt att inkludera fler arter, 4&ven inom Phoma och utanfor, for att fa en
bittre kartldggning av isolatens sliktskap.

3.2 Slutsatser

Sammanfattningsvis indikerar denna studie att isolaten av svampar ur sliktet
Phoma som infekterar rotter och skott hos gran och tall, inte tillhor olika arter. Som
manga studier tidigare, stodjer dven denna en problematik kring sldktets plastiska
morfologi.

Vidare skulle studien kunna forbattras genom att anvianda fler loki for att kunna fa
battre traffar bland redan studerade arter vars sekvenser finns att jamfora med 1
databasen, samt att inkludera fler arter, inom Phoma och utanfor, for att fa en battre
kartlaggning av isolatens sliaktskap. For vidare studier skulle dessa resultat kunna
kompletteras med en spdrning av svampangreppen av sldktet Phoma, for att
kartldgga hur utbrotten ser ut i tid och rum i Sverige men dven runtom i Europa,
samt utviardera bekdmpande och forebyggande metoder for att minska
infektionerna.
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