NIBIO

NORSK INSTITUTT FOR
BIOBKONOMI

Kartlegging av Phytophthora ramorum i 2016

NIBIO RAPPORT | VOL.3 | NR.45 | 2017

Maria-Luz Herrero, Trond Rafoss og May Bente Brurberg
Divisjon for Bioteknologi og Plantehelse



TITTEL/TITLE

Kartlegging av Phytophthora ramorum i 2016

FORFATTER(E)/AUTHOR(S)

Herrero, Maria-Luz; Rafoss, Trond & Brurberg, May Bente

DATO/DATE: RAPPORT NR./ TILGJENGELIGHET/AVAILABILITY: PROSJEKTNR./PROJECT NO.: = SAKSNR./ARCHIVE NO.:
REPORT NO.:

27.04.2017 3/45/2017 /—\pen 8777.4 17/01189

ISBN: ISSN: ANTALL SIDER/ ANTALL VEDLEGG/

NO. OF PAGES: NO. OF APPENDICES:

978-82-17-01827-8 2464-1162 15

OPPDRAGSGIVER/EMPLOYER: KONTAKTPERSON/CONTACT PERSON:

Mattilsynet Hilde Kristin Paulsen

STIKKORD/KEYWORDS: FAGOMRADE/FIELD OF WORK:

Lerk Plantehelse

Sudden Oak Death (SOD), larch Plant Health

SAMMENDRAG/SUMMARY:

Phytophthora ramorum er et patogen som kan gjare skade pa en rekke vertsplanter og som i Norge
har status som karanteneskadegjarer.

1 2016 mottok NIBIO totalt 383 prover fra Mattilsynet for analyse for P. ramorum. Prgvene ble
analysert med real-time PCR spesifikk for P. ramorum og/eller ved isolering pa semiselektivt
medium PARP og pafagende mikroskoperng.

Pragveantallet inkluderte prever fra 13 importsendinger, og P. ramorum ble pavist i 6 av dem. En av
de positive pragvene var av pyramidelyng (Pieris japonica) og de andre var av rododendron.
Sendingene kom fra Belgia og Nederland.

Det ble gjennomfart kontroller i 40 planteskoler og hagesentre. | 11 av dem ble det pavist P.
ramorum. | alt ble det analysert 98 prgver, og det ble pavist P. ramorum i 40 av de. Alle de positive
prevene var av rododendron. Planteskolene med pavisning var lokalisert i @st-, Vest- og Midt-Norge.
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pavisningene var fra kystomréder pa Sgr-Vestlandet, med unntak av en pregve fra Midt-Norge
(Stjardal)
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Summary

Phytophthora ramorum is a pathogen with a large number og host plants. In Norway is a regulated
guarantine pest.

In 2016 NIBIO received a total of 383 samples from the Norwegian Food Safety Authority in the
survey of P. ramorum. Samples were analyzed by real-time PCR specific for P. ramorum and/ or
with isolation on semi- selective medium PsARP and microscopy.

We received samples from 13 import consignments. P. ramorum was detected in 6 of them. One of
the positive samples were from Pieris, all the others were from rhododendrons. Interceptions were
from Belgium and the Netherlands.

We received samples from 40 nurseries and garden centers, and P. ramorum were detected in 11 of
them. We analyzed 98 samples and 40 of these tested positive for P. ramorum. All positive samples
were rhododendrons. Nurseries with detections were located in Eastern, Western and Central parts
of the country. In six of the nurseries a baiting-test of root clumps on plants that did not show
Phytophthora symptoms on leaves or twigs, was conducted. P. ramorum was detected in 6
rhododendron samples from one of the nurseries after “baiting”.

We analyzed 234 samples from green areas (parks, private gardens), of which 55 were positive for P.
ramorum. All detections of P. ramorum were in Southwestern coastal areas, apart from one sample
from central Norway (Stjgrdal).
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1 Innledning

Denne rapporten omhandler arbeidet NIBIO har utfgrt for Mattilsynet i forbindelse med OK-
programmet "Kartlegging av Phythophthora ramorum” i 2016.

Skadegjgrerens lovmessige status

Phytophthora ramorum er en karanteneskadegjgrer som er regulert i «Forskrift om tiltak mot P.
ramorum» (FOR-2003-03-17-341) fastsatt med hjemmel i Lov om matproduksjon og mattrygghet mv.
(matloven) LOV-2003-12-19-124 og i «Forskrift om planter og tiltak mot planteskadegjgrere» FOR-
2000-12-01-1333.

Bakgrunn/historikk

Siden midten av 90-tallet har P. ramorum forarsaket stor utgang i amerikanske arter av eik i
kystomrader i California og i sarlige deler av Oregon. Utgangen av trer fikk epidemiske dimensjoner.
Arsaken til sykdommen, som ble kalt Sudden Oak Death (SOD), var ukjent i flere &r. Farst i 2000 ble
det klart at problemene i de californiske skogene var forarsaket av en Phytophthora sp. (Rizzo et al.
2002). Det dreide seg om arten P. ramorum som var kjent i Europa fra 1993, men som farst ble
beskrevet i 2001 (Werres et al. 2001). | Europa var arten et problem i planteskoler, seerlig i slektene
rododendron (Rhododendron spp) og krossved (Viburnum spp). Etter at arsaken til epidemien i
California var klarlagt, har P. ramorum veert gradert som karanteneskadegjgrer ogsd i Europa. EU-
kommisjonen (2002, 2004) iverksatte tiltak mot sykdommen. Det ble satt i gang omfattende
undersgkelser for a kartlegge utbredelse, og for & vurdere konsekvenser ved en etablering i Europa. Et
omfattende prosjekt ble iverksatt i 2004 i regi av EU-kommisjonen for & utarbeide en felles
risikoanalyse for Europa, forkortet RAPRA. Resultatet ble publisert i 2009 (Sansford et al. 2009). |
2009 ble P. ramorum pavist pa japansk lerk (Larix Kaempferi) i Cornwall (UK). De pafglgende ars
kartlegging i UK avdekket at skadegjgreren fantes i Wales, Nord-Irland og Skottland (King et al. 2015).
Den ble ogsa pavist i Irland. Angrepet pa lerk var fgrste gang det ble konstatert alvorlig skade pa traer
som folge av P. ramorum i Europa. EPPO (European and Mediterranea Plant Protection Organization)
inkluderte pa dette grunnlag P. ramorum i sin A2 liste (pest recommended for regulation).

I Norge ble P. ramorum fgrte gang pavist hgsten/fgrjulsvinteren 2002 (Herrero & Sletten). Etter det
har patogenet veert pavist alle pafelgende ar i planteskoler og hagesentre i store deler av landet,
hyppigst pa rododendron. |1 2005 ble P. ramorum for ferste gang funnet pa etablerte planter av
rododendron og krossved i private hager og parker. Siden er patogenet funnet gjentatte ganger pa
utearealer, mest pa Vestlandet. | 2008 ble det funnet pd en amerikansk eik i en park, og i 2009 pa
blabeer i arboret i Rogaland (Herrero et al. 2006, 2010, 2011). | begge tilfellene var det infiserte
rododendron i umiddelbar narhet. Funnet pa blaber var det farste funnet pa en vill vekst i Norge.
Etter bestilling fra Mattilsynet utfgrte VKM i 2009 en risikovurdering for P. ramorum i Norge
(Sundheim et al. 2009).

Siste nasjonale kartlegging av P. ramorum ble gjennomfgrt i 2010. Karlegging i 2016 viser naveerende
status.
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2 Metoder

2.1 Prgveuttak

De fleste prgveuttakene ble foretatt av inspekterer i Mattilsynet. Prgvene har i hovedsak bestatt av
overjordiske plantedeler (blad, greiner, kvister) med symptomer pa sykdom (bladflekker, visning). De
fleste pravene ble sendt med post for analyse hos Planteklinikken hos NIBIO.

2.2 Analysemetoder

2.2.1 Pavisning av P. ramorum

Metodene brukt for pavisning av P. ramorum er, med mindre tilpassinger, basert pa metodene
beskrevet i EPPO protokoll for diagnostikk av P. ramorum (EPPO 2006)

e Isolering pa semiselektivt medium for Phytophthora PSARP (Jeffers & Martin 1986) og morfologisk
identifikasjon

e Real- time PCR (Polymerase Chain Reaction)(Hughes et al. 2006). Dette er en DNA-basert
metodikk som kan brukes direkte pa plantemateriale

2.2.2 Identifisering av Phytophthora —arter

For identifisering av andre Phytophthora-arter enn P. ramorum ble det brukt morfologisk
identifikasjon og/eller sekvensering av ribosomal DNA ITS (Internal Trancribed Spacers). ITS-
omradet ble amplifisert og sekvesert med bruk av primerne 1TS1 og ITS4 (White et al. 1990).
Metodikken kan kun brukes for rene isolater.

2.2.3 «Baiting»-undersgkelse av rotklumper for pavisning av Phythophthora
spp.

Undersgkelsene ble gjennomfart som beskrevet av basert pa beskrivelse av Vercauteren et al. 2013.
Blader av rododendron kultivar 'Cunningham's White' (eller andre Phytophthora mottakelige
kultivarer) ble plassert i skaler under pottene av plantene som skulle testes. Plantene ble vannet godt
for & stimulere sporulering av eventuell Phytophthora og for & hindre at bladene i skalen tarket.
Bladene fungerer som agn (‘bait”) for Phytophthora. Etter 3-5 dager ble bladene sendt til laboratoriet
for pavisning av P. ramorum eller andre Phytophthora spp.

2.2.4 «Baiting»-undersgkelse av vann for pavisning av Phythophthora spp.

Undersgkelse ble gjennomfart basert pa beskrivelse av Sutton et al. 2009. Rododendronblad av
kultivar 'Cunningham's White' ble plassert i nettingposer som ble lagt ut i vann?. Nettingposene
inneholdt et flyteelement som gjorde at bladene flgt opp pa overflaten. Bladene fungerer som agn
(«bait») for svermesporer av Phytopthora Etter 5-14 dager ble rododendronbladene sendt til
laboratoriet for analyse.

2.2.5 «Pre-screening» med hurtigtest for Phytophthora spp.

Pre-sceening ble gjennomfart med en serologisk basert «kit» fra ‘Pocket Diagnostic’. Kiten er en
«Lateral Flow» test som kan brukes for rask pavisning av Phytophthora spp. i felt. Testen ble brukt
som beskrevet i bruksanvisning fra leverandgr. Det forutsettes ved denne testen at prgver med
pavisning sendes til et laboratorium for identifikasjon av Phytophthora spp.
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3 Gjennomfg@ring og resultater

3.1 Prgver fra Import

I 2016 mottok NIBIO prgver fra 13 importsendinger. P. ramorum ble pavist i 6 av sendingene. | alt ble det
analysert 17 praver, hvorav 6 var positive for P. ramorum. De fleste praver bestod av blader og kvister av
rododendron, men vi mottok ogsa en preve av pyramidelyng (Pieris ) og en prave av bgk (Fagus sylvatica).
P. ramorum ble pavist i 5 rododendronpraver og i prgven av pyramidelyng (Tabell 1).

Tabell 1. Prgvemateriale fra importkontroll og resultat fra testing for P. ramorum, basert pa real-time PCR og isolering.

Sending Opprinnelsesland  Prgver Real — Isolering pa PARP
nr time

PCR
1 Belgia Pieris japonica 'Forest flame' pos P. ramorum
2 Nederland Rh. 'Scarlet Wonder’ pos iu
3 Nederland Rh.’yakushimanum pos iu

‘Blurettia’

4 Belgia Rh.‘Catawbiense pos P. ramorum

Grandiflorum’

Rh.‘Catawbiense pos P. ramorum
Grandiflorum’

5 - Rh.‘Catawbiense neg P. syringae
Grandiflorum’

6 Nederland Rh.‘Catawbiense pos P.ramorum, P. syringae
Grandiflorum’

7 Belgia Rh. 'Cunningham's White' neg Ingen vekst

Rh. ‘Germania’ neg Ingen vekst
8 Belgia Rh. 'Marcel Menard' neg Ingen vekst
9 Nederland Rh. 'Viscy' neg Ingen vekst
10 Nederland Rh. 'Nova Zembla' neg Ingen vekst
11 Nederland Rh.‘Catawbiense pos iu

Grandiflorum’

12 Nederland Fagus sylvatica neg P. cambivora.
13 Danmark Rh. ‘Blue Peter’ neg iu

Rh. ‘Blue Peter’ neg iu

Rh. ‘Blue Peter’ neg iu

Pos: P. ramorum pavist; Neg: P. ramorum ikke pavist; iu: ikke utfgrt; Rh.:Rhododendron
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Alle prgven ble analysert med real-time PCR som er spesifikk for P. ramorum. Det er rapportert at P.
foliorum og P. lateralis kan kryssreagere med primere som er designet for & pavise P. ramorum
(Hughes et al. 2006; Danahoo et al. 2006). Noen av pragvene ble derfor dobbeltsjekket ved & isolere pa
selektivt medium for Phytopthora. Noen av pravene hvor det ble ikke pavist P. ramorum, ble ogsa
undersgkt ved isolering for eventuell pavisning av andre Phytophthora spp. | en av rododendron-
pravene ble det pavist P. syringae. | prgven fra bgk ble det pavist P. cambivora. En av rodendron-
pravene var infisert med bade P. ramorum og P. syringae (Tabell 1). Alle Phytophthora —arter funnet
i importkontroller har vaert funnet i Norge tidligere.

Prgvene kom fra Belgia, Nederland og Danmark. Norge krever sunnhetssertifikat for & importere
rododendron og Pieris. P& tross av dette ble det pavist P. ramorum i fem av sendingene fra Nederland
og i en sending fra Belgia.

3.2 Prgver fra nasjonal kartlegging — planteskoler og hagesentre

De fleste av pragvene fra planteskoler og hagesentre ble analysert med real- time PCR spesifikk for P.
ramorum. Hvis resultatene var nar grenseverdien for deteksjon, ble det i tillegg forsgkt isolert
Phytophthora fra plantemateriale, for & kunne utelukke eventuelle kryssreaksjoner med P. foliorum og
P. lateralis, eller andre falske positiver. Det ble ogsa foretatt isolering fra praver i de tilfeller hvor
inspektarene hadde fatt positive utslag for Phytophthora pa hurtigtesten, og det ikke ble pavist P.
ramorum med real-time PCR

Vi mottok pregver fra 38 omsetningssteder (planteskoler og hagesentre). Det ble funnet P. ramorum
hos 11 av dem (Fig. 1, Tabell 2). Noen av stedene ble besgkt flere ganger av inspektgren for oppfalging
av tidligere funn. Ved tre av disse stedene ble P. ramorum funnet igjen i etterkontroller.

Det ble fra omsetningsstedene totalt analysert 98 praver, hvorav 40 var positive for P. ramorum
(Tabell 3). De fleste innsendte prgver var av rododendron, unntatt to av Pieris, en av Kalmia og en av
llex aquifolium. Alle positive praver var fra rododendron.

Andre Phytophthora spp. som ble isolert fra prgvene var: P. pini, P. plurivora, P syringae, P.
cactorum og noen uidentifiserte Phytophthora spp. i molekylergruppe (clade) 7. I ett av hagesentrene
ble det isolert mer enn 3 forskjellige Phytophthora spp (P.cactorum, P. plurivora og flere ukjente
Phytophthora spp). Det var mulig 4 isolere flere Phytophthora spp. fra samme prave.

3.3 Prgver fra nasjonal kartlegging — «Baiting»-prgver

Baiting-teknikken ble brukt av Mattilsynets inspektarer i 6 planteskoler. Disse undersgkelsene ble
gjennomfgrt pa ettersommeren nar hovedsesongen for salg av hageplanter var over, og plantene som
var igjen skulle lagres til overvintring. Fra 4 av disse planteskolene hadde vi tidligere mottatt praver
fra kontroll med omsetning. P. ramorum var pavist i en av disse planteskolene. «Baiting»-
undersgkelsene ble gjennomfert pa tilsynelatende friske planter. Det var mulig & pavise P. ramorum i
en av planteskolene. Alle de 6 praver mottatt fra denne planteskolen var positive (Tabell 3) Det var den
samme planteskolen hvor det tidligere hadde veert pavist P. ramorum.

De fleste rododendron bladene vi fikk fra ‘baiting’ hadde en eller annen skade. Derfor isolerte vi fra
alle praver unntatt fra de som var positive for P. ramorum med real-time PCR. Vi paviste
Phytophthora spp. i prgver fra 2 planteskoler og Pythium spp. fra to andre. 1 tillegg undersgkte vi
prover fra et tjern som en planteskole periodevis brukte til vanning. | denne hadde det veert funnet P.
ramorum ved omsetningskontroll, og vi hadde mistanke om at smitte kunne ha vert introdusert via
vanningsvannet. Det var mulig a isolere Pythium spp. og Phytopthtora spp fra disse prever, men P.
ramorum ble ikke pavist. «Baiting» ble gjennomfart sent om hgsten nar temperaturene hadde sunket
under 0 °C. Det var trolig ikke en optimal periode for & gjennomfare testen.

I alt ble det analysert 34 prgver. De 6 positive var alle fra samme planteskole.
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Tabell 2. Antall kontroller og pavisninger av P. ramorum i planteskoler og hagesentre

Totalt antall steder Antall steder med
kontrollert pavisning av P.
ramorum
Planteskoler og  hagesentre  kontrollert 40 11
(inkludert «baiting»-kontroller)
Planteskoler  kontrollert med  «baiting» 7 1

undersgkelse (rotklumper og vann)

3.4 Prgver fra nasjonal kartlegging — gréntanlegg

Vi mottok i alt 234 prgver, hvorav 55 var positive (Tabell 3). Alle prgvene var av rododendron.
Pavisningene ble gjort i lokaliteter pa Sgr-Vestlandet med et unntak i Stjerdal (fig 1). Den sistnevnte
pavisningen er den nordligste til na i Norge. Vi vet ikke om plantene var etablerte eller nylig plantet.

Det ble ikke pavist P. ramorum i praver fra @stlandet, heller ikke langs kysten fra Oslo til Grimstad.
Andre Phytophthora spp. Funnet i grentanlegg er P. plurivora og P. cactorum

Mange av de lokaliteter hvor det er pavist P. ramorum i 2016 er omrader hvor patogenet tidligere har
veert pavist i kartlegginger (fig 2.). Kystomradene i Hordaland og Rogaland er fortsatt omradene med
flest pavisninger

Tabell 3. Antall prgver og pavisninger av P. ramorum.

Antall prgver Antall prgver positive for P.
ramorum
Import 17 7
Planteskoler og hagesentre 98 40
«Baiting»- undersgkelse av rotklumper 30 6
fra planteskuler
«Baiting»- undersgkelse av tjern ved 4 0
planteskole
Grgntanlegg 234 55
Totalt 383 108

3.5 Hurtigtest for pavisning av Phytophthora spp.

I Igpet at karleggingsperioden fikk vi prgver hvor inspektgrene hadde brukt et ‘Pocket Diagnostic’ kit
for testing av Phytophthora sp. Noen praver ble funnet positive av inspekterene, uten at vi greide &
pavise P. ramorum med real-time PCR. | disse tilfellene forsgkte vi & isolere Phytophthora pa
nearingsmedium for & undersgke om det var andre Phytophthora spp. i prgvene. Vi analyserte 32
prever hvor inspektgrene hadde fatt positive utslag. Vi paviste Phytopthtora i 26 av disse, d.v.s. at 6
praver (19%) muligens var falske positiver. De falske positivene inkluderte noen praver hvor
inspektgrene var usikre pa resultatet. Vi fikk fa pragver som ble vurdert som negative av inspektgrene
og kunne derfor ikke vurdere eventuelle falske negativer. | andre land hvor ‘Pocket Diagnostic’ kitet
har blitt testet pa et sterre antall prever og sammenlignet med andre pavisningsmetoder, anbefaler de
a bruke kitet som en ‘pre-screening’ (Kox el al. 2009). Alle positive eller tvilsomme praver ma sendes
til laboratorieanalyse.
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4 Konklusjoner

Det har gatt 5 ar siden siste kartlegging av P. ramorum ble gjennomfgrt i Norge. Situasjon ser ikke ut
til & ha forandret seg mye sammenlignet med tidligere kartlegging.

Av de de 13 analyserte importsendingene, ble P. ramorum pavist i 6. Det er et hgyt antall hvis vi tar i
betrakting at Norge krever sunnhetssertifikat for importerte planter. To andre Phytophthora-arter ble
0gsa pavist i importsendingene: P. syringae pa rododendron og P. cambivora pa bgk. Disse
resultatene viser at patogenene ofte fglger med importert plantemateriale.

Av de 40 planteskolene og hagesentre som ble undersgkt, ble det pavist P. ramorum i 11. Etter at
tiltak, som destruksjon av infiserte planter og plantene i naerheten, var gjennomfgrt ble det pavist P.
ramorum i 3 av planteskolene i etterkontroller. Det viser at det er vanskelig & utrydde patogenet nar
det fgrst har infisert en lokalitet.

Ved ‘baiting’-undersgkelser av rotklumper ble det pavist P. ramorum i 6 rododendronprgver. Disse
plantene hadde ikke synlige symptomer og hadde muligens blitt lagret for sa & selges senere i 2017.
‘Pocket Diagnostic’-kitet har vist seg nyttig og kan anbefales til egenkontroll i planteskoler. Kitet til
hurtigtesting av Phythophthora kan ogsa anbefales selv om bekreftelse av resultatet ma gjeres ved
laboratoriet. Uansett bar ikke planter smittet med Phytophthora- arter selges.

Kartlegging gjennomfgrt i grentanlegg tyder pa at kysten i Sar-Vestlandet er mest utsatt for
infeksjoner av P. ramorum. | mange av omrader hvor det ble pavist P. ramorum i 2016 var patogenet
pavist ogsa tidligere ar. En unntak er Stjgrdal hvor P. ramorum ikke hadde veert pavist tidligere.
Hovedvertplanta for P. ramorum i Norge er fortsatt rododendron.
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Phytophthora ramorum 2016
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Figur 1. Lokaliteter hvor P. ramorum ble pavist i 2016.
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Phytophthora ramorum 2004-2008
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Lokaliteter hvor P. ramorum ble pavist i perioden 2004-2008.
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NIBIO

NORSK INSTITUTT FOR
BIOQKONOMI

Norsk institutt for biogkonomi (NIBIO) ble opprettet 1. juli 2015 som en fusjon av Bioforsk,
Norsk institutt for landbruksgkonomisk forskning (NILF) og Norsk institutt for skog og landskap.

Biogkonomi baserer seg pa utnyttelse og forvaltning av biologiske ressurser fra jord og hav,
fremfor en fossil gkonomi som er basert pa kull, olje og gass. NIBIO skal vaere nasjonalt ledende
for utvikling av kunnskap om biogkonomi.

Gjennom forskning og kunnskapsproduksjon skal instituttet bidra til matsikkerhet, baerekraftig
ressursforvaltning, innovasjon og verdiskaping innenfor verdikjedene for mat, skog og andre
biobaserte naringer. Instituttet skal levere forskning, forvaltningsstgtte og kunnskap til
anvendelse i nasjonal beredskap, forvaltning, naeringsliv og samfunnet for gvrig.

NIBIO er eid av Landbruks- og matdepartementet som et forvaltningsorgan med saerskilte
fullmakter og eget styre. Hovedkontoret er pa As. Instituttet har flere regionale enheter
og et avdelingskontor i Oslo.
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