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Sammendrag

Undersgkelsene for a pavise Phytophthora ble i hovedsak gjennomfgrt ved bruk av blader av
Rhododendron *Cunninghams White” som agn i vann og vassdrag. Pa engelsk heter metoden
"baiting”, et vanlig innarbeidd uttrykk i det norske fagmiljget, og derfor brukt i teksten i denne

oppgaven. Det ble baitet i 4 kommuner pa Sunnmgre; Alesund, Ulstein, Hergy og @rsta.

I denne undersgkelsen ble det valgt & kartlegge Phytophthora ved hjelp av baiting i vann og
vassdrag rundt byer og tettsteder pa Sunnmgre. Omradet ble valgt fordi tilsvarende undersgkelser
ikke hadde blitt gjennomfgrt tidligere i dette omrddet. I tillegg til baiting ble det ogsa tatt ut en
jordprgve og vevsprgver fra treer som viste symptomer pd angrep av Phytophthora. Isolater ble
grupperte etter morfologisk karaktertrekk og et utvalg isolater ble identifisert ved hjelp av DNA-

analyse, naermere bestemt ved sekvensering av ITS (Internal Transcribed Spacer) omradet.

Det ble pavist 6 arter av Phytophthora og 1 art Halophytophthora. De paviste Phytophthora-artene
var P. gonapodyides, P. plurivora, P. riparia, P. taxon PgChlamydo, P. cambivora og en ukjent
Phytophthora-art som fikk navnet Phytophthora sp. @rsta, etter stedet den ble funnet. P. cambivora
ble kun isolert fra stammen av en blodbgk, (Fagus sylvatica "Atropunicea’) Halophytophthora sp.
var en ukjent art som ble pavist i brakkvann i Alesund kommune. Videre undesgkelser av

Halophytophthora ble ikke utfgrt i denne oppgaven.

I Alesund kommune ble det lagt ut bait en gang i maneden i juni, august og oktober 2013. Ved de
gvrige uttakstedene ble det kun foretatt et utlegg, i august 2013. Det ble funnet Phytophthora pa 17
av 20 uttaksteder i Alesund kommune, noe som utgjgr 85 % av lokalitetene. De paviste artene var
P. gonapodyides, P. plurivora, P. riparia, P. taxon PgChlamydo, P. cambivora og Halophytophthora. 1
Ulstein og Hergy ble det kun pavist P. gonapodyides. 1 @rsta kommune ble det pavist P.
gonapodyides og den hittil ukjente arten Phytophthora sp. @rsta.
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Abstract

This Phytophthora-survey was mainly carried out by baiting with leaves from Rhododendron
‘Cunninghams White” in ponds, rivers and lakes in 4 municipalities in the area of Sunnmgre, in
northwestern Norway. No such studies have previously taken place in this area before. In addition
to baiting, a soil sample and samples from symptomatic trees were analyzed for Phytophthora.

Selected isolates were sequenced using Internal Transcribed Spacer (ITS) regions.

A total of 6 species of Phytophthora and one species from the genus Halophytophthora, were found.
The Phytophthora species were P. gonapodyides, P. plurivora, P. riparia, P. taxon PgChlamydo, P.
cambivora and a not yet identified species of Phytophthora preliminary was named Phytophthora
sp. Drsta after the municipality where it was found. P. cambivora was only isolated from stem tissue
from a copper beech (Fagus sylvatica *Atropunicea’), not by baiting. The Halophytophthora species
was also an unknown species (no match in the GenBank). It was found in brackish water in Alesund

municipality. Further studies of the Halophytophthora sp. were not a part of this thesis.

In Alesund municipality, baiting was carried out 3 times during the season, in June, August and
October 2013. In the remaining municipalities, Ulstein, Hergy and @rsta, fewer baits were used and
baiting was only performed in August 2013. Phytophthora was isolated from 17 of 20 locations in
Alesund municipality, which represents 85 % of the sites. There P. gonapodyides, P. plurivora, P.
riparia, P. taxon PgChlamydo, P. cambivora and Halophytophthora sp. were found. In Ulstein and
Hergy municipalites, only P. gonapodyides was found. In @rsta, P. gonapodyides and the yet

unknown species Phytophthora sp. @rsta were detected.
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1. Innledning

Siden Heinrich Anton de Bary beskrev og satte navn pa den fgrste arten av Phytophthora;
Phytophthora infestans de Bary 1876 (Zentmyer et al. 1983) er det beskrevet over 120 arter i slekta
Phytophthora (Kroon et al. 2012; Scott et al. 2013). Seerlig i de siste 20-30 arene har antall
beskrevne Phytophthora-arter steget raskt og forarsaket sykdom pa en rekke planter, bade lignoser
og urter, og mange av disse er bade gkonomisk og gkologisk viktige planter. Antall vertplanter for
Phytophthora-artene varierer sterkt. For eksempel har P. ramorum vertplanter i over 21
plantefamilier (Herrero & Sletten), og P. cinnamomi er parasitt pa mer enn 1000 plantearter (Erwin
& Ribeiro 1996). Mens for eksempel P. alni, kun angriper arter av or (Alnus spp.) (Brasier et al.

2004).

Global handel med planter og plantemateriale er anerkjent som arsak til spredning av
Phytophthora, og skadegjgreren har dermed spredd seg med menneskelig hjelp langt ut over det
som er dens naturlige spredningspotensiale (Goss et al. 2009; Moralejo et al. 2009). Dette sa en
fgrste gang ved hungersngden i Irland i 1845-1850 da potettgrrate (P. infestans) ble innfgrt til
Europa fra Sgr-Amerika med potetknoller. Selv i dag er potettgrrate et problem i potetdyrkingen
bade i Norge og pa verdensbasis, og aggressiviteten har veert gkende de senere arene (Erwin &

Ribeiro 1996).

En har ved flere anledninger sett at Phytophthora-arter har etablert seg under oppal i planteskoler
og andre produksjonssteder, spredt seg derfra med smittet plantemateriale, jord og/eller
emballasje til beplantede omrader (grgntanlegg o.a.) og deretter videre til vill flora hvor de har
fordrsaket store gkologiske endringer (Gibbs et al. 1999; Rizzo et al. 2002). "Sudden Oak Death”
som er forarsaket av P. ramorum har fgrt til eikedgd (Quercus spp. og Lithocarpus densiflorus ) i
store omrdder i USA. P. ramorum var en av de fgrste Phytophthora-artene som ble pavist i
grenseomradene mellom urbane og ville habitater (Gibbs et al. 1999; Jung & Blaschke 2003; Rizzo
etal. 2002).

Bdde P. infestans og P. ramorum er blant de fa Phytophthora-artene som kan spre seg raskt lokalt
ved hjelp av luftbarne sporer. De fleste plantepatogene artene i denne slekten spres ved hjelp av
vannbdrne sporer. Angrep av Phytophthora er derfor ofte synonymt med jord som er vass-sjuk;
myromrader, flomomrader eller vegetasjon ved elver og innsjger (Gibbs et al. 1999; Newton et al.

2010; Szabd et al. 2000).



Det er vanskelig a finne effektive tiltak mot denne skadegjgreren nar den fgrst har etablert seg, og
det er all grunn til & anta at det skadeomfanget en ser av Phytophthora i dag vil gke i takt med
gkende plantehandel.

I Norge har det ved flere anledninger blitt funnet Phytophthora pa importerte prydplanter. Infiserte
planter har ogsa statt til salgs ved hagesenter der deler av partiene allerede har blitt solgt. Vi regner
med at smitte fra slike sjuke planter er opphavet til spredning av Phytophthora til urbane skoger
bade i Stavanger- og Larvik-omradet. Det er gjennomfgrt kartlegging av spredning av Phytophthora
i urbane skoger og vassdrag bade i Rogaland, Hordaland og Vestfold (Talgg et al. 2012a; Telfer
2013). Med unntak av pavisning av P. gonapodyides pa en bgk (Fagus sylvatica) i byparken i
Alesund (Talgg 2012) har det ikke tidligere veert gjennomfgrt systematisk Kkartlegging av
Phytophthora sa langt nord som pa Sunnmgre. I denne masteroppgaven ble det derfor kartlagt
utbredelse av Phytophthora i vann og vassdrag i og rundt tettsteder og bynzere omrader pa

Sunnmgre, i tillegg ble noen fa jord- og planteprgver analyserte.

Hypotesen det ble arbeidet ut fra i oppgaven var at Phytophthora er utbredt i vann og vannveier pa

Sunnmgre.

2. Teori og litteratur

2.1. HISTORIE

Den fgrste arten av Phytophthora som ble beskrevet, var P. infestans (Mont.) de Bary. Charles
Montagne, en pensjonert fransk militeerlege, beskrev arten som Botrytis infestans pa et mgte i
Society Philomatique i Paris den 30. august 1845. I 1876 beskrev den tyske forskeren Anton de
Bary livssyklysen (Dowley 1997) og ga den navnet Phytophthora infestans (Zentmyer et al. 1983). P.
infestans var den fgrste Phytophthora-arten som ble beskrevet og er ennd betegnet som en notorisk
plantegdelegger, snart 170 ar etter at den forarsaket hungersngd i Irland ("The Irish Famine”). Selv
i dag star den for arlige gdeleggelser anslatt 1 milliard € i EU (Haverkort et al. 2008), og den ligger
pa topp 10 lista over plantepatogener som truer verdens matsikkerhet (Pennisi 2010). Senere har
P. ramorum forarsaket store gkologiske gdeleggelser av eik og L. densiflorus i USA, kjent som
”Sudden oak death”, og lerk (Larix kaempferi) i Storbritannia. Videre ser en stadig nye gdeleggelser
pa avlinger, grgntanleggsplanter og skogsomrader forarsaket av andre Phytophthora (Brasier et al.
2002; Brasier et al. 2005; Gibbs et al. 1999; Hansen 2007; Jung & Blaschke 2003; Saude et al. 2008;
Talgg et al. 2010; Tucker & Milbrath 1942). En annen art, P. cinnamomi, blir kalt en biologisk
bulldoser. Av knappe 6000 undersgkte plantearter ble nesten 2300 klassifisert som mottakelige



eller lett mottakelige for P. cinnamomi (Shearer et al. 2004). For 20 ar siden ble det arlige
gkonomiske avlingstapet i Australia anslatt til & veere over 200 milliarder australske dollar (Cahill
et al. 1993). P. cinnamomi befinner seg pa topp 100 lista over verdens verste fremmede arter (GISD

2014).

Flere arter i slekten Phytophthora har etterhvert blitt beskrevet. Szerlig har den teknologiske
utviklingen av molekylaere metoder de siste 20-30 arene gjort artsbestemmelsen enklere og mer

presis. Antall arter passerte 12112012 og gker hvert ar (Scott et al. 2013).

2.2. TAXONOMI
Slekten Phytophthora hgrer til riket Stramenopila, rekke Oomycota, klasse Oomycetes, orden

Perenosporales og familie Pythiaceae.

Phytophthora ble frem til midten av 1980-tallet fgrt til soppriket (Myceteae). Fordi Oomycetes
etter hvert viste seg a vaere forskjellig fra ekte sopp, passet de ikke inn i soppriket (Cavalier-Smith
1986). Phytopthora ble derfor overfgrt til det nye riket, Chromista (Erwin & Ribeiro 1996), men har
deretter blitt overfgrt en gang til, na til riket Stramenopila (Dick 2001), hvor slektskap kan ses blant

annet pa grunn av zoosporenes har (stramenopiler) pa svemmetradene (flagellene).

Pa grunn av likhetstrekk med sopp blir Phytophthora ofte omtalt som pseudosopp. Bade sopp og
pseudosopp danner mycel av hyfer og utvikler sporer. Morfologisk sett er likheten stor, men
forskjellene er pafallende utviklingsmessig. Arter i riket Stramenopila er mer beslektet med alger
og grgnne planter enn dyr, mens arter i soppriket er mer beslektet med dyr. Dette ser en blant
annet i oppbyggingen av celleveggene. Soppenes cellevegger bestar hovedsaklig av kitin, mens
pseudosoppene har mest cellulose og glukan i celleveggene. Sopp har vanligvis haploide
cellekjerner i vegetativ fase (somatiske celler), mens Phytophthora vanligvis har diploide
cellekjerner i den same fasen. Unntak fra dette er for eksempel P. infestans som er triploid. Ved
kjgnnet formering dannes det haploide, uninuklere gameter hos sopp og dyr, mens det hos

Phytophthora dannes haploide, flerkjernede oogonier og antheridier (Kroon 2010).

Phytophthora er nert beslektet med bladskimmel og Pythium, som begge tilhgrer ordenen
Peronosporales. Bladskimmel, den mest avanserte organismen innen oomyceter ernzerer seg kun
pa levende celler og er dermed en obligat parasitt. Pythium lever hovedsakelig av dgdt
plantemateriale (nekrotroft levesett), mens Phytophthora ernzrer seg farst pa levende vertceller
(biotrof fase), deretter pa dgdt vev (nekrotrof fase), altsa et hemibiotroft levesett (Thines 2013).

Nekrotrofe arter dreper verten fgr de kan ernzere seg av den, mens saprofyttiske arter koloniserer



verten etter at den er dgd og er ikke med pa a drepe den. Det blir diskutert om noen Phytophthora-
arter ogsa har saprofyttisk levesett (Hiiberli et al. 2013).

Lenge ble Kklassifiering og identifisering basert pa Waterhouse (Waterhouse 1963) arbeid, hvor
artene var inndelt etter morfologi i 6 grupper med vekt pa sporangienes papill, krysningstyper og
antheridienes feste til oogoniet. Denne metoden krevde mykologer med lang erfaring og ga store
utfordringer nar nye arter skulle beskrives og plasseres. Isolater med avvikende egenskaper
og/eller morfologi var szerlig vanskelige & bestemme. Denne metoden ble senere justert av Stamps

og Waterhouse med flere i 1990 (Stamps et al. 1990).

DNA-sekvensering ga nye muligheter for identifisering og klassifisering av Phytophthora-arter, og
en samlet fylogenetisk oversikt (slektstre) basert pa ITS-omradet ble utarbeidd for over 50
beskrevne arter (Cooke et al. 2000). Artene ble delt inn i 8 slektsgrupper ("Clades” pa engelsk) og
det ble apnet for at det var behov for 2 grupper til, men naermere undersgkelser matte foretas for a

bekrefte dette. Blair (Blair et al. 2007) bekreftet inndelingen i 10 Clades.

[ "The genus Phytophthora Anno 2012” (Kroon et al. 2012) oppsummeres alle de hittil kjente
Phytophthora-artene i "The genus Phytophthora Anno 2012”. Oppsummeringen ble i hovedsak
basert pa “Phytophthora diseases worldwide” (Erwin & Ribeiro 1996), “A molecular phylogeny of
Phytophthora and related Oomycetes” (Cooke et al. 2000) og "A multilocus phylogeny for
Phytophthora utilizing markes derived from complete genome sequences” (Blair et al. 2007). Det er

denne inndelingen, med 10 Clades som blir brukt i oppgaven.

2.3. BIOLOGI

2.3.1. Formering

Phytophthora kan formere seg bade kjgnna og ukjgnna. I noen arter er det ikke funne kjgnna

strukturer og hos andre arter er de kjgnna strukturene kun observert i forsgk.

Ukjgnna formering (mitose) danner klamydosporer og sporangier som produserer zoosporer.
klamydosporene er vanligvis kuleformede (sferiske) og kan vaere pigmentererte nar de eldes.
Klamydosporer kan spire og danne mycel eller sporangier. For arter uten kjgnna formering sgrger
klamydosporene for overlevelse i perioder uten vertplanter eller under ugunstige forhold (Kroon

2010).



Zoosporene frigjgres fra sporangiene. De er biflagellate, mobile og blir trukket til vertplantens fine
rgtter av plantenes roteksudater, stoffer som skilles ut fra plantergttene. Ved vertplanten vil
zoosporen trekke tilbake eller kaste flagellene og danne en cyste. Cysten spirer ved & danne en
spireslange, deretter dannes det et appressorium hvor en infeksjonspigg dannes og denne trenger
inn gjennom hudlaget (epidermis) og videre inn i bladet til mesofyllet. I rgtter trenger den gjennom
eksoderm eller periderm i forkorkede (suberiniserte) rgtter. Deretter dannes det haustorium, et
nettverk inne i vertplanten som gjgr parasitten i stand til a ta opp neering fra planten til videre
vekst og utvikling (Erwin & Ribeiro 1996; Judelson & Blanco 2005). Hyfene vokser bade mellom

plantecellene (intercelluleert) og inne i plantecellene (intracellulzert) (Jung 2011).

Hyfene er glatte, koralloide til irreguleere eller med oppsvulminger ("hyphal swellings”) og er uten
skillevegger (septa), men oogoniene og antheridiene skilles fra mycelet med septa (Jung 2011;
Kroon 2010).

Sporangiene dannes pa stilker, sporangioforer, og disse kan fortsette & vokse gjennom gamle,
tomme sporangier ("extended” eller "internal nested proliferation”), eller de kan forgrene seg
under et gammelt sporangium ("external proliferation”) og fortsette a vokse derfra. Sporangienes
form og stgrrelse er sveaert varierende. De kan for eksempel veere sfzriske, ovoide, ellipsoide,
pyriforme eller papillate og de kan ogsa variere i form innenfor samme art. Sporangier kan holdes
tilbake i hyfene ("non-caducous”) eller lett avsngres og dermed spres lett med vind og vann
("caducous”). De fleste artene spres med jordvann og har "non-caducouse” sporangier, men noen fa
arter har "caducouse” sporangier, for eksempel P. ramorum (Werres et al. 2001), P. kernoviae
(Brasier et al. 2005), P. infestans (Erwin & Ribeiro 1996) samt en variant av P. alni subsp. uniformis
funnet i Alaska (Adams et al. 2008). Disse artene spres derfor ogsa via luft og vannsprut (Erwin &

Ribeiro 1996).

Artene er enten homotalliske eller heterotalliske. I homotalliske arter finner en kjgnna strukturer
nar arten er i renkultur, det vil si uten andre arter av Phytophthora tilstede, mens heteroalliske
arter ikke danner Kkjgnna strukturer i renkulturer. De heterotalliske artene har 2 krysningstyper
("mating types”), A1 og A,. Nar disse blandes, utveksles hormonell kommunikasjon, og kjgnna
strukturer dannes. Eksempelvis er P. infestans og P. ramorum heterotalliske arter og begge
krysningstypene ma vere tilstede for & danne oosporer, kjgnnede hvilesporer. Krysningstypene
trenger ikke a veere fra samme Phytophthora-art. Eksempler pa homotalliske arter er P. plurivora
(Jung & Burgess 2009) og P. kernoviae (Brasier et al. 2005). Fordelingsmessig er omlag halvparten
av artene homotalliske og den andre halvparten heterotalliske. Noen fa arter er sterile, det vil si at

de produserer sveert sjelden eller aldri oosporer, for eksempel P. pinifolia (Duran et al. 2008), P.



taxon Pgchlamydo (Brasier et al. 2003), P. gonapodyides (H.E. Petersen) Buisman 1927 (Kroon et al.
2012) og P. lacustris (Nechwatal et al. 2012).

Ved kjgnna formering (meiose) skjer det en reduksjonsdeling i antheridier og oogonier, hvor det
diploide genomet reduseres og haploide kjerner dannes. Antheridiet kan omslutte stilken til
oogoniet helt ("amphigynous”) eller delvis ("paragynous”). Ved delvis omslutning sitter antheridiet
ved siden av oogoniet, festet til oogoniet neert festet til mycelet (Erwin & Ribeiro 1996). Ved
meiosen skjer det en reduksjonsdeling slik at kjernene blir haploide. En kjerne fra antheridiet
overfgres til oogoiniet gjennom en befruktningskanal og denne smelter sammen med en kjerne i

oogoniet og danner en zygote. Som et resultat av kjgnna formering dannes oosporer (Kroon 2010).

Oosporer er tykkveggete overlevelsestrukturer som kan overleve 10-15 ar i vann eller jord. Ved
ugunstige forhold som hgy eller lav temperatur, tgrke, darlig neeringstilgang, dgende vertplante
eller stor konkurranse fra sekundare parasitter vil oosporer dannes for a sikre overlevelsen av
organismen (Erwin & Ribeiro 1996; Jung 2011). Nar oosporen sanser utskilte stoffer
(roteksudater) fra vertplanten og det er rikelig med jordvann tilstede, vil oosporene spire og danne

sporangier som frigjgr zoosporer. Spirende oosporer kan ogsa danne hyfer.

2.3.2. Hybridisering

En utfordring ved Phytophthora er at de kan krysses med hverandre og danne arter med nye
egenskaper. Et eksempel pa dette er P. alni som fgrst ble oppdaget i Sgr-England i 1993 (Brasier et
al. 2004) og innen f3 ar ble drsaken til at nesten 8 % av oretraerne var dgde eller skrantet (Gibbs et
al. 1999). Arsaken til dette ble fgrst antatt & vaere en hybrid mellom den heterotalliske P. cambivora
og en homotallisk P. fragariae-lignende art. Ingen av disse er patogene pa or. Den nye arten fikk
navnet P. alni og tre underarter ble beskrevet; P. alni subsp. alni, P. alni subsp. uniformis og P. alni
subsp. multiformis (Brasier et al. 2004). En nyere teori er at P. alni subsp. alni kan veere et resultat

av hybridisering mellom P. alni subsp. uniformis og P. alni subsp. multiformis (loos et al. 2006).

Andre hybrider har ikke blitt navnsatt, men blir beskrevet med opphavets navn for eksempel P.

nicotianae % P. cactorum (Man in 't Welt et al. 1998).

Hybridisering mellom arter kan forekomme som kjgnna hybridisering eller somatisk hybridisering.
Kjgnna hybridisering kan forekomme ved vanlig kjgnna formering, der antheridiet fra en
krysningstype overfgrer en kjerne til oogoniet fra en annen krysningtype. Nar dette skjer mellom to
forskjellige arter, kan nye hybrider dannes. Kjgnna hybridisering kan ogsa forekomme mellom

homotalliske arter. I et forsgk med hybridisering mellom P. sojae og P. vignae kunne avkommet
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infisere begges vertplanter, men hybridene viste mindre aggressivitet enn foreldrene (May et al.

2003).

Ved somatisk hybridisering skjer det en sammensmelting av zoosporer fra to arter. Zoosporene er
skjgre, og kjemikalier eller elektriske impulser kan sld sprekker i membranen som omslutter
sporen. Slike zoosporer kan reagere med hverandre og kan utvikle en felles membran rundt begges
ene kjerne. Slike hybrider har blitt dannet mellom P. nicotianae og P. capsici og avkommet hadde
samme vertplantespekter som begge foreldrene (Ersek et al. 1995). Hyfer kan ogsd danne
somatiske hybrider ved fusjon, men det er uklart hvilken rolle dette spiller i naturen (Brasier et al.

2004).

Med gkende handel med planter og plantemateriale gjgr menneske det mulig & fgre sammen
Phytophthora-arter som ellers ikke ville hatt kontakt med hverandre. To forskjellige arter kan
reagere med hverandre og utveksle genetisk materiale i jorda, i vann eller i plantematerialer. Disse
hybridene kan arve egenskaper fra begge foreldrene og fgre til utvikling av nye, hittil ukjente arter

som kan gi nye utfordringer (Ersek & Nagy 2008).

2.4. SPREDNING

Det er alminnelig akseptert at menneskelig aktivitet er hovedarsaken til spredning av
Phytophthora. | hovedsak er det utilsiktet innfgrsel ved handel med planter og plantemateriale som
er den viktigste spredningsveien over lengre avstander, mens flytting av organisk materiale og jord
i tillegg til bruk av infisert vanningsvann ofte er arsak til spredning av Phytophthora lokalt (Hulme

2009).

Spredning pa verdensbasis har forarsaket bdade store gkonomiske tap og store endringer i
plantesammensetningen i naturlig vegetasjon (Brasier et al. 2002; Haverkort et al. 2008; Pennisi
2010). Phytophthora har blitt rapportert pa alle kontinentene, bortsett fra Antarktis (Scott et al.
2013).

Norge importerer mer og mer plantemateriale, mens andelen egenproduserte planter gar ned. En
har sett en stor gkning av importere planter som har statt utendgrs pa friland i opprinnelseslandet,
det vil si flerarige treer, busker og urter med jordklump (jfr, tolltariff varenummer 06029021 i
2012), ble importen tredoblet i perioden 1997 til 2011, fra 5200 tonn til 15800 tonn. Hovedsakelig
kommer plantene fra Nederland (62 %), Tyskland (25 %) og Danmark (9 %) (Hagen et al. 2012). Pa
grunn av arlige pavisninger av P. ramorum (Talgg et al. 2012a) har Norge innfgrt en

godkjenningsordning for planteskoler fra Tyskland og Nederland som gnsker & eksportere



vertplanter til Norge. I vekstsesongene 2013-2014 var det 4 planteskoler fra Tyskland og 28 fra
Nederland som var godkjente (Mattilsynet 2014). Ogsa Norsk Institutt for Naturforskning sa en
sammenheng mellom import og spredning av fremmede arter og paviste en tilnaermet linezer
sammenheng mellom importvolum og antall pavisninger av introduserte fremmede arter (Hagen et

al. 2012).

P. alni, en relativ ny art som ble oppdaget i Storbritannia pa 1990-tallet, er antatt & ha spredd seg
dit med plantemateriale. Underarten P. alni subsp. uniformis som er pavist i Alaska, antas & kommer
fra turister som har bragt med smitten pa skotgy, eventuelt at underarten har sitt opphav der

(Adams et al. 2008). Denne underarten ble ogsa nylig funnet i Norge (Strgmeng et al. 2012).

Det kan ogsa veere en utfordring a finne ut hvor Phytophthora-artene er spredd fra. En antar at i
omrader hvor artene har veert lenge, har de utviklet genetisk diversitet. Mens der hvor de nylig har
blitt introdusert er den genetiske variasjonen liten. Eksempelvis ble P. cactorum isolert fra
innsamlede jordbzerplanter fra store deler av verden. Det viste seg at 16 av 23 isolater fra Europa,
Japan, Australia og New Zealand var like, mens isolatene fra Tyskland, Canada og USA var ulike.
Isolatene fra Nord-Amerika hadde sa stor genetisk diversitet at det antas at P. cactorum har sitt
opphav der, mens likheten i isolatene fra Europa, Japan, Australia og New Zealand gjgr at en kan
anta at dette har veert en genotype som har spredt seg ved hjelp av handel med foredlingsmateriale

(Eikemo et al. 2004; Hantula et al. 2000; Huang et al. 2004).

Plantehelsemessig er det ikke bare spredningen og etableringen i nye omrader som er en
utfordring, men ogsa det at nye arter presenteres for hverandre og utveksler genetisk materiale

(hybridiserer) eller opptrer som krysningstyper for hverandre.

2.5. SYMPTOMER

Symptomene varierer etter Phytopththora-art og vertplante, men de generelle symptom baserer
seg pa at patogenet gdelegger rgttene og ledningsvevet, bade xylemet og floemet i plantene (Jung et
al. 2007), noe som fgrer til mangel pa vann og neeringstoffer. I treer vises dette ved at krona far sma
og feerre blader som gir en transparent krone, ofte gulaktige blader, visning i krona, rot og rothals-
rate, fa lateral- og finrgtter, blgdende sar ("canker”) pa stammen, unormalt lite lengdevekst i

vegetative skudd og unormalt mye fruktsetting (Jung et al. 2005).

I de angrepne omradene er ledningsvevet gdelagt slik at det ikke lengre transporterer vann og

neering. Vannet tas opp av rgttene, og vannpotensialet () férer vann oppover i planten gjennom



vedvevet (xylemet). Det meste av vannet fra rota gar ut av planten via bladene ved fordamping for a
holde vannpotensialet oppe, men en del vann returneres til rota via silvevet (floemet) og tar med
seg naringsstoffene produsert ved fotosyntesen tilbake til rota. @delagt ledningsvev stopper
transporten i ved- og/eller silvevet, trykket bygger seg opp inne i stammen og vaesken presses ut og
kan observeres som blgdende sar med mgrk utflod pa stammen. Dette er et vanlig symptom ved
Phytopththora-infeksjon pa treer. Blgdende sar kan finnes opp til 20 m over bakken (Jung et al.
2005; Talgg et al. 2012a).

I urteaktige planter vil rotsystemet bli angrepet, og bladene far et gragregnt skjer og
vekststagnasjon i tgrre perioder pa grunn av vannmangel. Planter med angrep viser tidligere tegn
pa vannmangel enn andre planter i bestandet, for eksempel er dette ofte tydelig i jordbaerplanter

med angrep av rgd marg (P. fragariae).

De Phytophthora-artene som har "caducouse” sporangier som spres i luft, gir primarinfeksjoner pa
bladene som far vanntrukne, mgrke flekker. Disse blir deretter brune og utvikler seg til nekroser.
Hele eller deler av bladene visner og dgr. Kvister og grener far ogsa mgrke flekker. Nar disse
omslutter hele kvisten eller grenen, stopper vanntilfgrselen og kvisten eller grenen dgr (Jung
2011). Sporangier kan utvikle seg i kanten av nekrosene etter 2-3 dager, men klimatiske forhold
har innvirkning pa utviklingshastigheten. Sporangiene spres med vind og gir primerinfeksjoner pa
andre planter. Ved gode forhold kan zoosporer renne nedover planten i regndraper og gi infeksjon

lengre ned pa planten eller pa knollene som hos potet (Kroon 2010).

2.6. PROVEUTTAK
Forskjellige metoder har blitt beskrevet for & innhente opplysninger og kartlegge tilstedevaerelsen
av Phytophthora-arter, for eksempel baiting med blader og frukt, jordprgver, plantemateriale eller

vannfiltrering (Reeser et al. 2010).

2.6.1. Baiting i vann

Ved bating legges det ut blader eller annet aktuelt plantemateriale i grgfter, elver, bekker, vann
eller innsjger for 4 fange opp Phytophthora. Dersom det er Phytophthora-arter til stede, og en
treffer med den typen bait som brukes, vil de kunne infisere plantematerialet og begynne a utvikle
seg pa dette. Fra de infiserte stedene pa plantematerialet kan biter skjeeres ut og legges pa kunstig

vekstmedium for & pavise patogenet.

(Reeser et al. 2010) sammenlignet bruken av vannfiltrering, baiting med frukt (paere) og diverse

blader for & se om metodene gav forskjellige resultater. Ved baiting med blader ble det ikke



observert forskjell i artsammensetningen av de paviste Phytophthora-artene, selv om en baitet med
blader av forskjellige vertplanter som sypress (Chamaecyparis sp.), Rhododendron catawbiense,
Lithorcarpus sp. og melbar (Arctostaphylos uva-ursi). Ved sammenligning av bating og
vannfiltrering ga ikke disse to metodene merkbare forskjeller pa resultatene, men baiting med
paere gav feerre antall isolater, serlig fra clade 6, men ga andre arter enn det som ble fanget opp av

andre baitingmetoder.

Det har ogsa veert brukt frukt av sitron for a kartlegge Phytophthora-arter fra vanningskanaler i
sitrushager (Klotz et al. 1959). For pavisning av Phytophthora Taxon Walnut, ble det i Nord-Italia
brukt baiting med eple (Malus sp.), noe som gav positive resultater (Ginetti et al. 2014).

Huai (Huai et al. 2013) brukte blader av Rhododendron sp. og eik til baiting i elver i eikeskogen i
Yunnan-provinsen i Kina, for a registrere hvilke Phytophthora-arter som fantes. Det ble pavist totalt
8 arter. Fra baitene med blader av Rhododendron sp. ble det isolert 7 arter Phytophthora og fra
eikebladene 5 arter. P. taxon Pgchlamydo ble pavist flest ganger i den kinesiske undersgkelsen, 43
av 73 isolater, men ogsa P. gonapodyides, P. plurivora, P. Salixsoil (P. Salixsoil har na har blitt
beskrevet og navnsatt til P. lacustris (Nechwatal et al. 2012)), P. cryptogea, P. gretata samt to
ukjente arter ble pavist. I Norge ble blader av Rhododendron ‘Cunninghams White” blant annet
brukt ved baiting i bekeskogen i Larvik. Denne kultivaren er kjent for & veere sveert mottakelig for

angrep av Phytophthora (Talgg et al. 2012a).

Nar storbladete arter benyttes til baiting kan flere infiserte omrader pa bladene flyte sammen og
gjdre isolering av Phytophthora-artene vanskelig og resultatet kan veere at en blir sittende igjen
med bare ett isolat. Det er derfor en fordel at partiene som tas ut er fra adskilte flekker pa bladene.
Reeser og hans kolleger (Reeser et al. 2010) erfarte at det var lettere a ta ut bladbiter med flekker

fra smabladete arter, som melbzer, fordi de infiserte omradene pa bladene var mer avgrenset.
Ved baiting med blader blir det vanligvis brukt nettingposer med flottgr, slik at posene holder seg

flytende i vannskorpen (Huai et al. 2013; Hiiberli et al. 2013; Reeser et al. 2010). Ved baiting med
frukt er det beskrevet bruk av bokser med huller og flytelement (Reeser et al. 2010).

2.6.2.Jordprgver

Ved isolering fra jordprgver, blir jorden ofte lagt i beholdere med vann og baitet. Baitet kan vaere av
forskjellige plantearter eller -materiale. For eksempel ble modne epler (Malus) av sorten Golden
Delicious brukt for a kartlegge Phytophthora-arter i skog av eik, Rododendron sp., Larix potaninii,

Sorbus sp., Picea sp. og Pinus sp. i Kina (Huai et al. 2013). I USA ble Rhododendron sp. brukt for a
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pavise P. ramorum i skog av amerikansk eik (L. densiflorus) og Kystsequoia (Sequoia sempervirens)
(Brasier et al. 2006). Szabo (Szab6 et al. 2013) brukte blader av laurbaerhegg (Prunus laurocerasus)
og Rhododendron sp. for pavisning av Phytophthora-arter i jord fra bredbladet lauvskog i Ungarn.
Fra 137 jordprgver ble det pavist Phytophthora i 110 av prgvene og 10 Phytophthora-arter ble
isolert; P. gonapodyides, P. plurivora, P. lacustris, P. gregata, P. inundata, P. megasperma, P.
cactorum, P. multivora, P. taxon hungarica og en ukjent art P. sp.1 som var nert beslektet med P.

gonapodyides.

2.6.3. Plantemateriale

For & pavise Phytophthora i or (Alnus glutinosa og Alnus incana) i Tyskland, har det blitt tatt ut
prgver fra ore-stammer med synlige sar pa stammer med utflod. Noen flekker ble vurdert som
gamle og inaktive fordi de hadde mgrkere brunfarge enn de som var aktive og lysere brune.
Stammeprgvene med de inaktive flekkene ble lagt i destillert vann og tilsatt 2-7 dager gamle
eikeblader fra sma eiketreer. Etter 3-7 dager ble bladbiter med infiserte, mgrke flekker pa bladene
overfgrt til Phytophthora- selektiv agar. Fra disse flekkene ble det pavist Phytophthora (neermere
bestemt det som pa engelsk kalles "Alder Phytophthora”). Prgvene med aktive lesjoner ble plassert
direkte pa selektiv agar for Phytophthora (Jung & Blaschke 2003). I Norge har en ogsa erfart at ved
direkte isolasjon fra plantemateriale pa selektiv Phytophthora-agar, ma en ta prgve fra nylig infisert

vev for at Phytophthora til a vokse (Strgmeng et al. 2012).

2.6.4. Vannfiltering

Reeser (Reeser et al. 2010) filtrerte vann rett fra kilden ved hjelp av en handfiltrator. Det ble filtert
700 ml pr. prgve, fordelt pa 6 nitrocellulose filter (Millipore), med porestgrrelse pa 45 um og
diameter pa 47 mm. Siden tettheten av oomycetes i vannet var ukjent, varierte filtrert vannmengde
pr. filter variert (50,100 og 200 ml) for & oppna avlesbare resultater. Filtrene ble lagt opp ned pa
selektivt agar for inkubering og fjernet etter 24 timer. Resultatet viste at antall Phytophthora-arter
isolert fra filtrene var omvendt proporsjonal med mengde filtrert vann, det vil si at dess mer vann
som var filtrert, dess feerre arter ble pavist. Det ble derfor antatt at rasktvoksende arter av
Phytophthora og Pythium, som kunne vokse i medier med hymexazol, pavirket deteksjonen av de
mer sentvoksende artene. Dersom det er gnskelig & detektere bredden av Phytophtora-arter i et

vannsystem kan antall paviste arter gkes ved a dele gnsket filtrert vannmengde pa flere filter.
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2.7. BEKJEMPELSE

Phytophthora spp. har egenskaper som gjgr at de er vanskelige 4 bekjempe nar de fgrst er
introdusert til et omrade. For eksempel danner de bdde kjgnna og ukjgnna overlevelses-strukturer.
Ved kjgnna formering dannes oosporer, disse har tykke vegger som gjgr at de er sveert
motstandsdyktige for ytre pavirkning som sterk tgrke eller frost. De kan overleve i arevis i jorda i
pavente av rett vertplante. Andre Phytophthora-arter danner klamydosporer (ukjgnna), en annen
overlevelsesstruktur. De fleste artene sprer sporene sine under fuktige jordforhold, mens noen fa
kan spre seg i luft. Dessuten kan ulike arter krysse seg og gi opphav til hybrider som i verste fall er

mer aggressive enn artene de stammer fra.

2.7.1 Forebyggende tiltak

Forebyggende tiltak for & hindre videre smittespredning er det desidert beste tiltaket for a
kontrollere Phytophthora. Dette inkluderer planting av friske planter i frisk jord, vekstskifte, bruk
av rent vanningsvann, drenering for a farer bort overflgdig vann og ikke minst bruk av resistente

eller lite mottakelige planter.

Plantene har et naturlig forsvar som beskytter dem mot patogene mikroorganismer. Dess bedre en
plante trives, dess mer motstandsdyktig er den som regel. Viktige faktorer for plantenes trivsel er
planting i rett klimasone, godt jordsmonn, riktig pH, passe mengde vann, balansert gjgdsling og
riktige lysforhold. Planter som sturer og mistrivs far svekket motstandsevne og gjgr det lettere for
patogener 4 infisere plantene. For mye gjgdsling fagrer til rask vekst og svakere cellestruktur som

lettere angripes av patogener som Phytophthora.

Ogsa en kombinasjon av en sveert vat periode etterfulgt av en sveert tgrr, sa ut til & ha innvirkning
pa infeksjonsraten hos Phytophthora spp. I Bayern i Tyskland sa en store skader pa eldre bgketraer
etter 2003. Da hadde 2002 veert et uvanlig vatt ar og 2003 uvanlig tgrt, noe som gkte frekvensen av
treer med synlige symptomer etter 2003. (Jung 2008). Det som trolig skjer er at det i vate ar blir sa
store rotskader at traerne ikke taler lengre tgrkeperioder. Drenering for a fjerne overskytende vann

er derfor viktig.

Ved bruk av resistente sorter av planten minsker virulensen til patogener, som for eksempel
Phytophthora, mens mottakelige sorter gir patogenet mulighet til & bli mer virulent. Planter kan
ogsa bli mer resistente (ontogenetisk resistens) mot Phytophthora med gkende alder. Prunus-arter
sa ut til & veere mottakelige opp til 35 ar, og treer mellom 3 og 8 ar ble hyppigst infisert. Utviklingen
av sykdommen er i tillegg til alderen pa vertplanten, avhengig av klimatiske forhold, Phytophthora-

art og vertplante. Ved bruk av resistente plantearter og -sorter ma en vite hvilken Phytophthora-art
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som er problemet i jorda, det er lite sannsynlig a finne planter som er resistente mot alle artene av

Phytophthora (Erwin & Ribeiro 1996).

Fra 1970 til 1990-tallet finnes det en del artikler om undertrykkende ("suppressiv”) jord, jord der
sjukdomsorganismer ikke trives, men etter antall nyere artikler & dgmme, er ikke dette lenger et
aktuelt tema. Malajczuk og hans kolleger undersgkte naturlig tilstedeveerelse av mikroorganismer i
"suppressiv” jord som inneholdt P. cinnamomi og fant blant annet ut at arter av Pseudomonas,
Bacillus og Streptomyces gkte lyseringen (skade pad cellemembran) av hyfene hos P. cinnamomi, i
tillegg til at bakteriene hindret zoosporeproduksjon, nedsatte vekst og utvikling hos P. cinnamomi,
samt gkte nedbrytningen av sporangier (Malajczuk et al. 1977). I Australia ble utvikling av P.
cinnamomi undersgkt i vanlig, "suppressiv’ og dampet "suppressiv” jord. I naturlig "suppressiv”
jord dannet P. cinnamomi fa sporangier og mycelet vokste darlig. Bide dannelse av sporangier og
mycelvekst var bedre i vanlig jord og dampet "suppressiv” jord. En kan derfor anta at det er
mikrofloraen i "suppressiv” jord som er arsaken til forskjellene, ikke naeringstilgangen (Broadbent
& Baker 1974). 1 et forsgk fra 2009 ble blader av rhododendron og laurbaer (Laurus nobilis) som var
smittet med P. ramorum gravd ned i jord hvor det vokste henholdsvis L. densiflorus, kystsequoia
(Sequoia sempervirens) og laurbeer. Resultet viste at i de fleste tilfeller hindret fuktig jord ved
kystsequoia dannelsen av klamydosporer av P. ramorum (Fichtner et al. 2009), men ikke i jord hvor
de to andre treslagene vokste. Dette kan tyde pa at mikroorganismer i jorden pavirket utviklingen

av P. ramorum.

Siden det er pavist en nermest lineser sammenheng mellom spredning av fremmede arter av
plantepatogener og gkning av import, vil gkt produksjon og bruk av planter med innenlands
opprinnelse dempe denne utviklingen (Hagen et al. 2012). Australia og New Zealand har mest
sannsynlig den strengeste importkontrollen. Der er enhver import av plantematerialer med jord

forbudt. Det er ogsa obligatorisk kontroll av alle innreisende og deres bagasje (Scott et al. 2013).

2.7.2. Kjemisk bekjempelse
Det eksisterer ikke kjemiske midler tilgjengelige i Norge som fullt ut er effektive mot Phytophthora,

men det finnes kjemiske midler som er godkjente, ogsa i Norge, som har en viss virkning gjennom &
dempe utviklingen av Phytophthora. For sykdommer som laerrate og rotstokkrate i jordbaer, rotate i
frukt og prydplanter, samt bleikrate i eple og ringrate i gulrot forarsaket av P. cactorum, er de
godkjente midlene kopperoksyd, metalaxyl-M, azoksystrobin, fludioksonil, cyprodinil, fosetyl
aluminium, dimetomorf, mankozeb, pyraklostrobin og boskalid. Godkjente midler per 1.1.14 mot P.
infestans var cyazofamid, mandipropamid, dimetomorf, mankozeb, fenamidon, propamokarber,

zoksamid og metalaxyl.
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Selv om midlene har forskjellige virkningsmekanismer er utvikling av fungicidresistens et problem
en ma vere klar over. For eksempel hindrer kopperoksyd algesoppene i a trenge inn i planten,
azoksystrobin hemmer soppens andingsprosesser mens fosetyl aluminium hindrer spiring av
soppsporer. Etiketten til midlene regulerer bruken. For eksempel er metalaksyl-M oppgitt med
maksimalt en sprgyting pr. vekstesesong pr. kultur for matnyttige planter. Azkosystrobin
innholder strobiluriner og er derfor svaert utsatt for resistensutvikling, og etiketten angir at det

ikke ma sprgytes mer enn 3 ganger pr. sesong i vekster som lgk, purre og jordbeer.

Preparatene som er tillatt brukt i Norge, er i hovedsak godkjente til matnyttige kulturer, men noen
er ogsa godkjente til planteskoleplanter og bare ett middel, fosetyl-aluminum, er godkjent til bruk

mot Phytophthora i prydplanter i grgntanlegg (www.plantevernguiden.no).

Resistens har veert mye diskutert i forbindelse med bruk av metalaxyl. Dette var et effektivt middel
mot potettgrrate (Davidse et al. 1981; Dowley & O’Sullivan 1985), men resistensutvikling fgrte til at
dette middelet ble trukket fra markedet i mange land. I Irland ble middelet trukket fra markedet fgr
sesongen 1981 og en undersgkelse samme hgst viste ati 75 % av de undersgkte potetavlingene var
potettgrraten resistent mot metalaxyl, men at resistensandelen var kommet ned i 6 % allerede i
1983 (Dowley & O’Sullivan 1985). Ogsa i Finland ble det rapportert lignede tall, 59 % resistens i
perioden 1990-1995 og 2 % i 1996 (Hermansen et al. 2000). I Norge er det i dag kun ett godkjent
middel med metalaxyl-M mot tgrrate i potet og dette er et kombinasjonsmiddel med mankozeb.
Dette middelet kan ogsa brukes mot papirflekk (P. porri) i Igk. Utenom dette kan metalaxyl-M kun
brukes som beisemiddel i frg eller settelgk. | gréantanleggsplanter i Norge er metalaxyl-M kun lovlig
brukt som jordmiddel ved innplanting og som jordmiddel i produksjon av pyntegrgnt og juletre.
Kobberoksyd brukes i bartreer i planteskoler og juletre- og pyntegrgnt felt

(http://www.plantevernguiden.no).

I mange land blir kaliumfosfitt-gjgdsel brukt som forebyggende middel mot Phytophthora.
Phytophthora forer til gdeleggelser av de fine rgttene i rotsystemet, krona blir mer glissen, bladene
mindre og ofte gule. Fosfitt stimulerer dannelsen av nye rgtter og revitaliserer gulnende kroner.
Den aktive komponenten er fosforsyre (fosforsyrling), som trolig ogsa har en direkte fungicid-
effekt. I Australia har denne metoden veert brukt i mer enn 20 ar mot P. cinnamomi. I USA har en de
siste 10 ar brukt fosfitt mot P. ramorum. I Europa er det faerre eksempler pa fosfittbehandling, men
i Spania ble helsetilstanden til steineik (Q. ilex) og korkeik (Q. suber) som var angrepet av P.

cinnamomi, forbedret etter to ars behandling (Jung 2011).
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3. Materialer og metoder

3.1 MATERIALER

Blader fra Rhododendron 'Cunninghams White’ - arsblader og fjorarsblader

Nettingposer med flyte-element og hyssing til lukking, laget ved Bioforsk, As, Norge

9 cm sterile Petriskdler med:

V8-agar, se vedlegg 1

PARPH-agar, se vedlegg 1

PARP-agar, se vedlegg 1

PDA, se vedlegg 1

Gulrotagar, se vedlegg 1

Prgvemateriale fra trestammer og jord

Pocket Diagnostic kit (serologisk test for Phytophthora), Forsite Diagnostics , Sand Hutton, UK
Autoklavert og filtrert vann fra Andedammen, NMBU (Norges Miljg- og Bioteknologiske
Universitet), As

Membranfilter, porestrgrrelse 0.45 um, diamter 47 mm fra Millipore Corporation, Billerica,
Massachusetts, USA

DNeasy Plant Mini Kit for oomycetes, fra QIAGEN Sample & Assay Technologies, Hilden, Tyskland
Phytophthora cryptogea A: og A Krysningstyper (BBA 65909 A1(=M120) og BBA63651 A2
(=M121))

Autoklaverte frg fra paprika (Capsicum annuum)

PCR-utstyr

Mikroskop

Sterilbenk

Lupe

Laboratorieutstyr

Inkubatorskap

3.2. METODER
Det ble i hovedsak benyttet baiting i vann, men ogsa baiting fra jordprgver, poding av prgver fra
trestammer og serologisk test av plantemateriale ble brukt. [ vassdragene hvor baitene ble lagt ut,

ble vegetasjonen ogsa visuelt undersgkt for symptom pa Phytophthora.
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3.2.1. Baiting i vann
Det ble lagt ut bait bestdende av nettingposer med flyte-element og 4-5 blader av Rhododendron

'Cunninghams White’ (Figur 3.2.1).

Figur 3.2.1. Baiting ble utfgrt ved hjelp av Rhododendron-blader i nettingposer med flyteelement. Posene ble lukket med
hyssing.

I serien som ble lagt utijuni 2013 ble det brukt fjorarsblader, mens i de andre seriene ble det brukt
arsblader. Bladene ble hgstet pa Fjgrtoft, Mgre og Romsdal, fra busker plantet pa 1960-tallet.

Posene ble utlant fra Bioforsk plantehelse. De ble lukket og festet med hyssing til steiner eller treer.

Ved alle seriene ble det tatt 2 negativ-prgver, 1 lagti springvann og 1 i kokt vann.

Prgvene ble lagt i elver og vann i ca. 1 uke. Ved innsamling av baitene ble det brukt
engangshansker, ett nytt hanskepar pr. prgve. Prgvene ble lagt i lukkbare plastposer i kjglebag som
holdt omtrent 10°C. Prgvene ble samlet inn lgrdager, lagt i kjgleskap (4-5°C) natten over og
transportert med fly til As sgndag, lagt i kjgleskap igjen og analysert pafslgende mandag.

Nettingposene ble vasket i vaskemaskin pa bomullsprogram, 60°C.

Baitene ble lagt ut i Alesund (Alesund kommune, omlag 44 000 innbyggere pr. 2012), Fosnavag (i
Hergy kommune som hadde omlag 8 800 innbyggere pr. 2012), Ulsteinvik (i Ulstein kommune som
hadde omlag 7 800 innbyggere pr. 2012) og @rsta (i drsta kommune som hadde omlag 10 400
innbyggere pr. 2012), se figur 3.2.2. Detaljkart med malestokk over uttakstedene, se vedlegg 2.
Kartene som ble brukt i oppgaven ble hentet fra www.norgeskart.no .
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Figur 3.2.2. Oversiktkart som viser byene og tettstedene hvor kartleggingen ble utfgrt. De bld ringene angir stedene
Alesund, Ulsteinvik, Fosnavag og @rsta.

Baitingperioder:

Alesund Serie 1, fra 8. til 15. juni 2013.
Serie 2, fra 5. til 10. august 2013.
Serie 3, fra b. til 12. oktober 2013.

Ulsteinvik Fra 24. til 31. august 2013.

Fosnavag Fra 24. til 31. august 2013.

@rsta Fra 24.til 31. august 2013.

3.2.2. Bating fra jordprgver
Det ble tatt ut omkring 500 gram av jorden ved en blodbgk ved Brusdalshagen i Alesund. Bgka

hadde blgdende sdr pa stammen og prgven ble tatt fra jorda under det laveste blgdende saret, som
1d omlag 30 cm fra bakken. Omkring 250 gram av jorden ble lagt i en 2 liters plastbeholder og tilsatt
destillert vann til omlag 2 cm over jorden, se figur 3.2.3. Plastbeholderen stod natten over og
bladene ble lagt pa vannet dagen etter og inkubert i romtemperatur med et lokk som 13 Igst over
plastbeholderen. Bladene ble kontrollert for angrep av Phytophthora jevnlig og analysert etter ca.
14 dager.
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Figur 3.2.3. Bladene av Rhododendron ble lagt forsiktig i
plastbeholderen etter at jorden hadde sunket ned.

3.2.3. Isolering fra plantemateriale

Treer med mgrk utflod pa stammen ble valgt ut og prgven ble skaret ut fra omradene pa stammen
hvor utflod var synlig. Flisene var sa store at overgangen mellom frisk og dgd ved kom med.
Knivene ble desinfisert med 70 % etanol. Treflisene ble lagt i zip-poser og ble behandlet som
prgver fra baitingen. Der hvor det var mulig, ble bark fjernet fra prgven fgr den ble stukket nedi 9
cm Petriskdler med PARPH-agar. Treer som hadde blgdende sar pa stammen ble prgvetatt. Det ble

tatt ut prgver fra selje (Salix caprea), graor, bgk og blodbgk, se tabell 3.2.1.

Tabell 3.2.1. Oversikt over plantearter med blgdende sar pa stammen som ble prgvetatt, alle prgvene ble tatt i Alesund
kommune. Nummereringen pd uttakstedene er den samme som blir brukt under 4. Resultater.

Dato Uttaksted Planteart Materiale Merknad
10.08.13 10a. Brusdalsvatnet Selje Stamme

10.08.13 14a. Brusdalsvatnet Graor Stamme

10.08.13 19a. Ekornas Selje Stamme

10.08.13 3a. Byparken i Alesund Bgk Stamme

10.08.13 3a. Byparken i Alesund Bgk Stamme Serologisk test
12.10.13 3a. Byparken i Alesund Bgk Stamme

12.10.13 3b. Brusdalshagen i Alesund Blodbgk Stamme

12.10.13 3b. Brusdalshagen i Alesund Blodbgk Stamme Serologisk test
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3.2.4. Serologisk test fra plantemateriale
Serologiske tester kan brukes til prgvetaking av forskjellige typer plantemateriale. Her ble det

brukt biter av stammen. Treer med mgrk utflod pa stammen ble valgt ut og prgven ble skdret ut fra

omradene pa stammen hvor utflod var synlig i omradene mellom syk og frisk ved, se tabell 3.2.1.

3.3. IDENTIFISERING

For a isolere eventuelle Phyotophthora-arter fra de baitede Rhododendron-bladene ble det brukt
selektiv agar for Phytophthora. De selektive agarene, PARPH og PARP hindrer vekst av andre
mikroorganismer. Der det kan forventes a finne Pythium ble det brukt PARPH i stedet for PARP, da
PARPH inneholder fungicidet hymexazol, som er toxisk for mange arter av Pythium. Hymexazol kan

ogsa ha noe innvikning pa vekst av noen Phytophthora-arter (Masago et al. 1977).

Bladene ble skylt i springvann, tgrket lett av og plassert pa trekkpapir i sterilbenk (Figur 3.3.1.). Det
ble valgt ut omrdder pa bladene som var mgrke og vasstrukne, noe som kunne tyde pa infeksjon av
Phytophthora. Omrader pa bladene med flekker av forskjellig utseende og stgrrelse ble valgt ut, og
bitene ble skaret ut med skalpell og satt pa hgykanti 9 cm Petriskaler med PARPH-agar, 7 stk i hver
skal. Bitene ble satt sa dypt at de akkurat kom under overflaten pa agaren, se figur 3.3.2.
Petriskalene ble holdt lukket s& mye som mulig, bare dpnet for a sette nedi bladbiter. Skalene ble
merket og satt i lukkede plastposer til inkubering ved romtemperatur og naturlig belysning.
Skalene ble kontrollert regelmessig for vekst av mycel. En bit av agaren, omtrent 3 x 5 mm, ble

overfgrt til V8-agar nar kolonien dekte omtrent 2/3 av skalen, etter 1- 3 uker.

T4

Figur 3.3.1. Etter baiting ble bladene lagt pa trekkpapir i sterilbenk. Til venstre bladene med mgrke og vanntrukne flekker
med infeksjoner. Til hgyre, de samme bladene hvor biter med flekker har blitt skdret ut.
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Figur 3.3.2. Bladbiter med mgrke, vasstrukne flekker ble plassert
5 i selektiv agar for Phytophthora.

Etter at det var oppnadd renkultur ble en bit av V8-agaren fra ytterkant av vekstsonen med hyfer

overfgrt til PDA skdler, inkubert ved romtemperatur og lagret mgrkt pa kjglerom, 13°C.

Rensing
De isolatene som ikke oppnddde renkultur, eller ble forurenset i etterkant, ble renset. 4 teknikker

ble brukt til rensing:

a. En bit (omtrent 3 x 5 mm) av agaren i ytterkant av kolonien, uten synlig kontaminasjon, ble
overfgrt til PARP, inkubert i naturlig lys i romtemperatur, og overfgrt til PDA dersom renkultur ble

oppnadd. I motsatt fall ble teknikk nr. b, c eller d benyttet.

b. Dersom skalene var forurenset av bakterier, vokste bakteriene kun pa overflaten av agaren, mens
hyfene til Phytophthora vandret ned gjennom hele agaren. Deler av agaren i den forurensede skdlen
ble derfor snudd opp ned, og overflaten av agaren (tidligere bunn) ble skaret av med steril nal. Det
var viktig at nalen ikke kom i kontakt med den kontaminerte bunnen (tidligere toppen) av agaren.

Agarbiten ble enten overfgrt til nytt medium; PARP, PARPH eller V8.

c. En bit fra det forurensede isolatet (omtrent 3 X 5 mm) med en tykkelse pa ca. ¥ parten av
agartykkelsen, ble skaret ut i ytterkant av kolonien. Stedet som ble valgt var uten synlig
forurensing. I en ren skal med agar (V8, PDA eller PARP/PARPH) ble det skaret en firkant (omtrent
4 x 4 cm) med nal. Firkanten ble lgftet opp slik at en fikk mulighet & legge agar-biten under med
hyfesiden opp. Skalen ble satt til inkubering i romtemperatur og naturlig belysning. Etter en dag
eller to hadde hyfene vokst opp og gjennom agaren, mens bakteriene fortsatt befant seg pa
undersiden av agaren. Steril nal ble brukt for a skrape av agaren og hyfene i overflaten. Disse ble

overfgrt til en ny skal (V8, PDA, PARP eller PARPH).
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d. Agarskaler (PARP eller V8) ble laget med en plastring (diamter omlag 12 mm indre mal) i midten.
Ringen var sa hgy at den stakk godt over agaren, men ikke sa hgy at den hindret at lokket til
Petrisalen ble satt pa. En agar-bit med det forurensede isolatet ble lagt i ringen. Bakterienes radiale
vekst ble hindret av ringen, mens hyfene vokste under ringen og ut i agaren utenfor. En steril nal
ble brukt til & skjeere ut biter fra agaren med hyfer utenfor ringen. Agarbitene ble deretter overfgrt

til V8, PARP, PARPH eller PDA.

3.3.1. Morfologisk

Det var ikke gkonomiske mulig & sende alle de 98 isolatene, se tabell 3.5.1,, til ITS- sekvensering
(Internal Transcribed Spacer). Det matte derfor gjgres et utvalg av representatnive isolater som

skulle sendes inn.

Ved utvelgelse av isolatene som skulle sendes til sekvensering ble isolatene sammenlignet i
hovedsak pa V8 og PDA agar, men ogsa pa PARP. Isolatene pa V8 og PDA var inkubert i mgrke i
romtemperatur, 21°C. Isolatene pa PARP var inkubert i naturlig belysning i romtemperatur, omlag

20°C.
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Tabell 3.3.1. Antall isolater med vekst pa selektivt agar, sortert etter uttaksted. Av disse ble 33 isolater valgt ut for

sekvensering.
Antall Antall
Uttaksteder Alesund isolater Uttaksteder Ulsteinvik isolater
1. Byparken vest, avlgp 1. Sauneselva 1
2. Byparken kunstig dam 2. Sauneselva, utlgp 1
3. Byparken avlgp v/hovedport 3. Vikelva 0
3a. Byparken 4. Vikelva 0
3b. Brusdalshagen 5. Skeide, elv 0
3c. Brusdalshagen 6. Raudeelva 0
4. Aksla kunstig dam Sum 2

5. Gaseiddammen

6. Ratvika, elv

7. Gdseiddammen Uttaksteder i Fosnavag Ant. isolater

8. Lerstadvatnet 7. Myklebustvatnet 1
9. Olsvika 8. Myklebustvatnet 1
10. Brusdalsvatnet nordsiden mot gst Sum 2

10a. Brusdalsvatnet nordsiden mot gst

11. Brusdalsvatnet nordsiden mot vest

12. Brusdalsvatnet innlgp Uttaksteder i @rsta Ant. isolater

9. Hovdevatnet

10. Hovdeelva

13. Brusdalsvatnet sgrsiden

14. Brusdalsvatnet utlgp

14.a Brusdalsvatnet 11. Rystefeltet, gverst

15. Litlevatnet 12. Rystefeltet, nederst

16. Litlevatnet utlgp 13. Storelva

17. Spjelkavikelva 14. Storelva

18. Myrland, elv

15. Follestadelva ved Daleveien

19. Ekornas, elv 16. Follestadelva ved Daleteigane,

19a. Ekornas 17. Storelva ved Dalevegen

N| = & O =] O N = O 1] O Wl O | O vl U1l O O R R =] =] U] Wl &

Sum

U1| N O O] O O o o o] w

20. Emblemsanden, elv

==}
O

Sum

Der det var flere isolater med lik vekst, ble disse satt sammen i grupper, og et isolat ble valgt ut for &

representere de andre skdlene i gruppen.

For & se om vurderingene som ble foretatt under den morfologiske utvelgelsen var riktige, ble det

foretatt 7 kryssjekker. Da ble et ekstra isolat fra 7 grupper sekvensert, se tabell 4.1.5.

| fglge Jung & Burgess (Jung & Burgess 2009) danner Phythophtora plurivora oogonier i V8-agar. De

isolatene som dannet oogonier i V8-agar ble samlet i en gruppe, hvorav 2 isolater ikke hadde

22



samme vekstmgnster pd agarene som resten av gruppen. Det ble derfor valgt ut 3 isolater med

oogonier i V8-agar som ble sekvensert, se tabell 3.3.2. Isolatene hadde ogsa dannet oogonier i PDA.

Tabell 3.3.2. Som et ledd i den morfologiske utvelgelsen ble Phytophthora-isolater med oogonier i V8 og PDA gruppert
etter vekstmgnster pd agarene. Isolatene er sortert etter uttaksted.

Uttaksted Alesund Antall isolater med Isolatene gruppert
oogoinier fra (a,b,c) etter
uttakstedet vekstmgnster pa V8

agar

1. Byparken vest, avlgp 1 a

3. Byparken avlgp ved hovedport | 2 b

6. Ratvika elv 2 b

10. Brusdalsvatnet nordsiden mot | 1 b

gst

17. Spjelkavikelva 1 b

20. Storelva pa Emblem 1 C

Alle vannsystemene ble representert med minst ett innsendt isolat, bortsett fra de stedene der det
ikke var oppnadd vekst pa selektiv agar (PARPH og PARP) i det hele tatt, samt de uttakstedene hvor
veksten ikke var forenlig med Phytophthora, for eksempel isolater som hadde hyfer med septa. Det

ble valgt ut 33 isolater som ble ITS-sekvensert.

3.3.2. Molekyleert

For a ekstrahere DNA fra cellene og gjgre det tilgjengelig for videre artsbestemmelse ble DNeasy

Plant Mini Kit for oomycetes benyttet.

ITS er omrader pa DNA sekvensene som er ikke-funksjonelle, eller rettere sagt er funksjonen
ukjent. Det antas at de har noe med ribosom-syntesen & gjgre, og de ligger mellom de strukturelle
omradene pad ribosomalt DNA i kjernen i cellen. Dersom en fjerner ITS-omradene i DNA blir
organismen ikke levedyktig. ITS-sekevensene varierer mellom de forskjellige artene, mer enn andre
deler av DNA og en kan derfor bruke disse sekvensene for a skille mellom arter (Thines 2007). ITS-
sekvensering er anbefalt brukt ved miljgprgver, men ogsa sekvensering av andre omrader som COX

(omrader pa mitokondrisk DNA) kan brukes (Martin 2013; Scibettaa et al. 2012).

Ved PCR analysen, mangfoldigjgres gnsket DNA-sekvens slik at mengden blir stor nok til
detektering. Fgrst ble DNA basene dATP, dCTP, dGTP og dTTP, DNA-primere (kort, kjent DNA
sekvens), Taqg DNA-polymerase og magnesium (Mg?+) tilsatt. Deretter ble blandingen varmet opp til
94 - 980C for a denaturere dobbeltradet DNA til enkeltrader, deretter ble den nedkjglt til 40 - 65°C

for at primeren skulle kunne feste seg til det enkeltradede prgve-DNAet. Blandingen ble varmet opp
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til 720C, en temperatur hvor Tag-polymerase er aktivt. Tag-polymerase bruker primerne som start
og stopp tegn pa sekvensene ved mangfoldigjgringen. Deretter gikk syklusen om igjen. Dette gjgr at
antall gnskede DNA-sekvenser dobles for hver runde, vanligvis gar PCR i 35 runder. Primerene som
ble brukt, var spesifikke for DNA sekvensen som man gnsket a oppformere. Endene av gnsket DNA-
sekvens ma derfor vere kjent for a kunne tilsette komplimentzere primere.(Det matematisk-

naturvitenskapelige fakultet 2011; NBCI 2014).

Etter at PCR-analysen var avsluttet, ble gelelektorforese med agarosegel bruk for a se stgrrelsen
sammensetningen pa DNA-sekvensene, malt i basepar. Dersom prgven inneholdt kun de gnskede
sekvensene, ville prgven samle seg pa ett sted i gelen. Agarosegelen har porer som DNA-
sekvensene vandrer i. De store sekvensene vil bli mest hindret av gelen og vil vandre minst, mens
de korteste DNA-sekvensene vil mgte minst motstand i gelen og vandre lengst. DNA er negativt
ladet og denne egenskapen benyttes for a fa de til & vandre i gelen ved hjelp av strgm. En vil fa en
vandring mot den positive polen gjennom agarosegelen (Det matematisk-naturvitenskapelige
fakultet 2011). I disse analysene ble det brukt primere for ITS 1 og ITS 4, og det var derfor forventet
at DNA-sekvensene var 900 - 1000 basepar lange (Cooke et al. 2000). For & kunne lese av
stgrrelsen pa sekvensene i gelen ble det ved siden av prgvene amplisert en kontroll med basepar
fra 100 til 1000, med trinn pa 100 basepar. I tillegg ble det tilsatt ekstra basepar pa 1000 og 500 i
stigen slik at disse trinnene i stigen ble klarere og lettere d se. For & kontrollere at vandringen i

gelen ble som forventet, ble det tilsatt en positiv kontroll pa 550 basepar, se figurene 4.1.5 og 4.1.6.

Etter at DNA isolatene var ferdig ekstrahert, polimerisert og kjgrt pa gelelektroforese, ble de sendt
til GATC Biotech, Tyskland for ITS-sekvensering.

Etter ITS-sekvenseringen var utfgrt ble artene bestemt ved d gjgre oppslag i databaser, NBCI
GenBank (NBCI 2014) ble brukt i denne oppgaven. Artsbestemmelen ble utfgrt av May Bente
Brurberg, Bioforsk plantehelse, As, Norge. Se tabellene 4.1.1. - 4.1.4.

3.4. PATOGENITETSTEST

Det ble foretatt patogenitetstest for a fullfgre pa Koch's postulat for alle Phytophthora-artene som
ble pavist ved sekvensering, det var P. plurivora (Isolatnr. 250 289), P. cambivora (Isolatnr. 250
312), P. gonapodyides (Isolatnr. 250293), P. riparia (Isolatnr. 250 304), Phytophthora. sp. @rsta
(Isolatnr 250 316) og P. taxon Pgchlamydo (Isolatnr. 250 286).

Siden baitingen ble utfgrt med blader av Rhododendron *Cunninghams White’, ble disse ogsa brukt

for a fullfgre Koch's postulat. Bladene som ble brukt var fjorarsblader.
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Ved farste forsgk ble bladene dyppeti 70 % etanol i ca. 5 sekunder, deretter skylt i destillert vann i
ca. 5 sekunder. Deretter ble de lagt oppned pa trekkpapir i 18 cm Petriskaler, 2 blader pr. skal.
Trekkpapiret ble fuktet med omlag 3 ml destillert vann.

Ved andre fgrsgk ble bladene kun skylt i destillert vann og lagt pa trekkpapir. Under trekkpapiret
var et gitter, slik at destillert vann kunne fylles til toppen av gitteret slik at bladene ble liggende

fuktig, men ikke i fritt vann.

Ved begge forsgkene ble det stemplet ut plugger pa 5 mm i diameter fra ytterkanten av isolatene pa
PDA. Renkulturene fra PDA var podet samme dag og inkuberte ved romtemperatur (20°C), i mgrke
og deretter oppbevart i kjglerom (13°C) slik at alle kulturene hadde vokst under samme forhold.
Det ble overfgrt to plugger fra hver Phytophtora-art til hver av de to bladene i Petriskalen. Det ble
laget 3 paralleller for hver Phytophthora-art, totalt ble det brukt 12 plugger. For & kontrollere at
analysen gikk som forventet, ble det i tillegg stemplet ut 12 plugger fra en ren Petriskal med PDA
som ikke var podet med Phytophthora, og disse ble behandlet pd samme mate som pluggene fra
isolatene. Petriskalene ble lagt en og en i plastposer med zip-las. Deretter ble parallellene plassert
randomisert pa benk med vekstlys (lysstoffrgr), ved 20°C og kontrollert regelmessig for

symptomer pa bladene.

3.5. MORFOLOGISKE UNDERS@KELSER

3.5.1 Veksthastigheter

Det ble utfgrt temperaturtester for a finne minimum-, optimum og maksimums-temperaturene til
tre isolater; P. gonapodyides (Isolatnr. 250 293), begge sekvenserte isolatene av P. riparia (Isolatnr.

250 304 og 250 305) og Phytophthora sp. “@rsta’ (Isolatnr. 250 316).

Det ble tatt ut 5 mm plugger fra ytterkanten av koloniene fra PDA og plassert pa nye skaler med
PDA. Alle PDA-morskalene var inkubert i mgrke ved romtemperatur, omlag 20°C, og var i god
vekst. Det ble laget 3 paralleller fra hver Phytophthora-art, det vil si 21 skéler fra hver art. Disse ble
satt i mgrke pa benk over natten for at mycelet skulle feste pluggene i underlaget. Deretter ble de
inkubert i mgrke ved henholdvis 5, 10, 15, 20, 25, 30 og 35°C. Isolatene stod 2 dager ved disse
temperaturene fgr forsgket startet. Vekstkanten pa koloniene ble merket med svart tusj ved starten

av forsgket, etter 5 dager og 11 dager.
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Alle skdlene ble tatt ut av inkubatoren nar ett av isolatene var omtrent 1 cm fra kanten av

Petriskalen.

3.5.2. Ukjgnna strukturer i vann

De artene som ble undersgkt for ukjgnna strukturer i vann var: P. cambivora (Isolatnr. 250 312), P.

riparia (Isolatnr. 250 304) og Phytophthora. sp. @rsta (Isolatnr. 250 316).

Det ble skjeert ut biter (omlag 1 x 2.5 cm) av kolonier fra V8-agar lagt i 4 tomme 9 cm Petriskaler, 7
skaler for hver art. V8 morskalene var inkubert i mgrke ved romtemperatur ved omlag 20°C og var

i god vekst.

Petriskalene med biter fra V8-agar ble deretter tilfgrt henholdsvis destillert vann, autoklavert vann
fra andedammen, filtert vann fra andedammen, og ett sett med destillert vann ble inkubert 2 dager
ved naturlig dagslys og romtemperatur om lag 20°C, fgr de ble tilfgrt 7-9 autoklaverte frg fra

paprika, se tabell 3.5.1. for fullstendig oversikt.

Tabell 3.5.1. For & fremme ukjgnna strukturer i vann ble tre isolater fra tre forskjellige Phytophthora-arter tilsatt
forskjellige typer vann, samt frg av paprika og inkubert ved forskjellige forhold.

(Isolatnr. 250 316)

Destillert vann med
autoklaverte frg av
paprika

Arter av Phytophthora Type vann og Inkuberingsforhold Variasjon av
tilsetninger inkuberingsforhold
P. cambivora (Isolatnr. 250 Destillert vann Lyst, ved omlag 20°C
312) Autklavert vann fra
P. riparia (Isolatnr. 250 304) andedammen
Filtrert vann fra
Phytophthora. sp. @rsta andedammen

P. cambivora (Isolatnr. 250
312)
P. riparia (Isolatnr. 250 304)

Phytophthora. sp. @rsta
(Isolatnr. 250 316)

Destillert vann

Autklavert vann fra

andedammen

Filtrert vann fra

andedammen

Destillert vann med
autoklaverte frg av

paprika

Mgrkt, ved omlag 13°C

Etter 1 uke ble isolatene
satt 4 timer
romtemperatur ved omlag
20°C, deretter 4 timer ved
omlag 7°C og deretter
plassert natten over ved
omlag 13°C. Dette ble
gjentatt 3 ganger (3 dggn).

Det ble forsgkt a4 endre temperaturene for 4 se om dette hadde innvirkning pa dannelse av
strukturer. De isolatene som ble oppbevart ved 13°C ble satt 4 timer i romtemperatur ved om lag
20°C, deretter 4 timer ved om lag 7°C og plassert natten over ved omlag 13°C igjen. Dette ble

gjentatti 3 ganger.
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3.5.3. Ukjgnna strukturer i agar

Ett isolat ble artsbestemt til & veere P. taxon Pgchlamydo ved sekvensering. I tillegg ble 7 andre
isolater fra V8 og PDA, morfologisk bestemt til & vaere P. taxon Pgchlamydo. Brasier beskrev at P.
taxon Pgchlamydo danner klamydosporer i gulrotagar hvor gulrgttene ble filtrert bort (Brasier
1967; Brasier 1969), sarlig ved hgyere temperaturer (Brasier et al. 2003) For a fremme dannelse
av klamydosporer ble det i dette forsgket ogsd brukt gulrotagar, men med finraspet gulrot i agaren.

Isolatene ble inkubert i mgrke ved 23°C.

3.5.4. Dannelse av kjgnna strukturer med krysningstyper

De artene som ble undersgkt for dannelse av kjgnna strukturer med krysningstyper var: P.
cambivora (Isolatnr. 250 312), P. riparia (Isolatnr. 250 304) og Phytophthora. sp. @rsta (Isolatnr.
250 316).

For a fremme dannelse av kjgnna strukturer ble P. cryptogea A1 og A krysningstyper brukt.

Det ble skjeert ut en bit omtrent 5 x 7 mm, fra vekstkanten pa koloniene fra PDA, og disse ble podet
pa en Petriskdl med gulrotagar. Biten ble lagt pa skalens venstre halvdel, deretter ble gulrotagaren
inokulert med Phytophthora cryptogea A, pa den andre siden. Dette ble gjentatt med P. cryptogea
A,. Det ble tatt to paralleller, til sammen 4 skaler for hver art. I tillegg ble en Petriskdl med
gulrotagar tilfgrt kun en plugg fra den Phytophthora-arten som en gnsket undersgkt. En

kontrollskal ble tilfgrt P. cryptogea A pa den ene siden av skdlen og A, pa den andre siden.

3.6. BESKRIVELSE AV UTTAKSTEDENE

3.6.1. Alesund, Alesund kommune

Byparken i Alesund. Uttaksted 1-3

Parktreerne var hovedsakelig store, eldre treer, som spisslgnn (Acer platanoides), bgk, alm (Ulmus
glabra), eik, hestekastanje (Aesculus hippocastanum), asal (Sorbus sp.), bjgrk (Betula pubescens),
samt buskplantinger som sngbeer (Symphoricarpos albus), berberis (Berberis thunbergii), barlind

(Taxus sp.) og kristtorn (Illex aquifolium). Det var lite innplanting av nye busker og trzer.
Det ble observert blgdende sar pa stammen pa en bgk som allerede var prgvetatt, samt en annen

bgk (kommunens nummerering, nr. 0011) som ble prgvetatt i forbindelse med oppgaven. Det er

tidligere funnet Phytophthora pa bgk i parken (Talgg 2012).
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[ juni 2013 var et omrade rundt et tidligere prgvetatt tre avsperret pa grunn av nysadd plen. Det sa

ut til at nye jordmasser var tilfgrt stedet.

Aksla. Uttaksted 4.
Prgven ble tatt i et eldre vannmagasin pa Aksla som ble restaurert for noen ar siden. Det er en mye
trafikkert gangsti ved dammen. Av de 3 utleggene som var gjort i dammen, var det kun 1 bait som

ble funnet igjen.

Pi oversiden av dammen ble det for noen ar siden plantet Rhododendron i regi av Alesund
kommune. De plantene som er igjen (mange planter ble stjdlet av privatpersoner de fgrste arene
etter planting), hadde en del frostskader etter vinteren 2012/2013, en vinter som var usedvanlig

kald med mye barfrost.

Ellers bestod den naturlige vegetasjonen av plantearter som furu (Pinus sylvestris), rgsslyng

(Calluna vulgaris), blabzerlyng (Vaccinium myrtillus) og melbzer.

Gaseiddammen. Uttaksted 5

Figur 3.6.1. Uttaksted 5, Gdseiddammen.

Gaseidsammen er en liten kunstig dam pa Gaseid. Bak dammen er det blandingsvegetasjon som
furu, bjgrk, selje, lerk (Larix sp.), pors (Myrica gale) og forvillede hageplanter som fredlgs
(Lysimachia vulgaris) og toppspirea (Spirea billardii “Triumphans”). Pa kanten frem mot dammen

stod det to Rhododendron-planter, en 'Cunninghams White' og en 'Catawbiense Grandiflorum’.
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Ratvika. Uttaksted 6
Prgvene ble tatt ut i en liten elv som har tilsig hovedsakelig fra eldre etablert bebyggelse av
eneboliger. Det er noen nye boenheter med sma hager langs nedre del av elva. Naturlig vegetasjon

var stort sett fjernet, men noe selje og rogn (Sorbus aucuparia) vokste langsmed kanten av elva.

Géseidvatnet. Uttaksted 7

Figur 3.6.2. Uttaksted 7, Gaseidvatnet

Gaseidvatnet er et gjengroings-tjern med avsig fra etablert bebyggelse av eneboliger med relativt
store hager. Pa vei ned til vannet ble det ble observert en privat avfallplass for hageavfall. Det var
blant annet mye Rhododendron i planteavfallet. Vegetasjon ved vannet var bjgrk, selje, fury,
vannliljer (Nuphar sp.), siv (Juncus sp.), vier (Salix sp.), bukkeblad (Menyanthes trifoliata) og
undervegetasjon som bregner (Pteridopsida sp.), pors og forvillede hageplanter som toppspirea.
Bunn-vegetasjonen i omradet var ikke godt nok etablert til at den bar vekten av en voksen person,

Kartleggingen var derfor vanskelig.

Lerstadvatnet. Uttaksted 8
Lerstadvatnet har avsig fra bebyggelse med relativt store hager rundt hele vannet. Naturlig
vegetasjon ved vannet bestod av graor, furu, einer (Juniperus communis), pors, rgsslyng, rogn, bjgrk,

vannliljer, sneller (Equisetum sp.), bukkeblad og dunkjevle (Typha latifélia).
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Olsvika. Uttaksted 9

Figur 3.6.3. Uttaksted 9, Olsvika

Det er avsig til elva fra etablert boligomrade. Store deler av elva var lagt i rgr, mest sannsynlig i
forbindelse med boligutbygging. Ved prgveuttaket var det ikke mulig a fa lagt baitet over flomalet
og det ble derfor liggende i brakkvann ved flo sjg.

Brusdalsvatnet. Uttakstedene 10-14

Figur 3.6.4. Uttakstedene 10-14, Brusdalsvatnet

Brusdalsvatnet er hovedvannkilden til Alesund kommune. Den indre delen av vannet ligger i Skodje

kommune, den ytre delen i Alesund kommune.

Vegetasjonen i den indre delen av vannet bestar stort sett av furuskog med lyngvegetasjon,

omradet er stort sett ubebodd. Ved den sgrlige, ytre delen av vannet, er det en del eldre
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hyttebebyggelse og noen industribygg. Den naturlige vegetasjonen bestar av blandet lgvskog med
mye blabaerlyng som undervegetasjon. Blabaerlyngen hadde en del frostskader pa grunn av at
vinteren 2012/2013 hadde veert usedvanlig kald med mye barfrost. Langs den nordlige, ytre delen
av vannet er det noen eldre gardsbruk, eneboliger og et hagesenter. Mot vest gar en elv til

Litlevatnet, fra Litlevatnet gar Spjelkavikelva ned til sjgen.

Litlevatnet. Uttakstedene 15 0g 16

Litlevatnet har vanntilfgrsel fra Brusdalsvatnet og utlgp til Spjelkavikelva som gar ned til sjgen.
Vannet har avsig fra etablert bebyggelse av eneboliger med relativt store hager. Det er bebygd
rundt hele vatnet. Ved utlgpet fra Litlevatnet til Spjelkavikelva var det en relativt stor privat

avfallshaug for hageavfall.

Spjelkavikelva. Uttaksted17

Spjelkavikelva leder vannet fra Litlevatnet til sjgen. Det er avsig fra bebyggelse langsmed hele elva.
Nederst er det et grgntomrade og et industribygg ved utlgpet til sjgen. Uttakstedet ble plassert ved
en mye brukt gangsti mot grgntomradet i nedre delen av elva. Vegetasjonen lags elvekanten var av

blandet lgvskog, mye gréor, lgnn og rogn.

Myrland. Uttaksted 18

I elva der uttaket av prgver fant sted, var det avrenning fra spredt bebyggelse, eldre garder, to
boligfelt og et gravsted. Ogsa her var naturlig vegetasjon blandet lgvskog med blant annet graor,

bjgrk, blabeaerlyng, furu og rgsslyng.

Ekorndsen. Uttaksted 19
En liten elv med avsig fra naturomrader og boligfelt av bade nyere og eldre dato. Den naturlige
vegetasjonen langsemd elva var blandet lauvskog med urter som undervegetasjon, samt

blabaerlyng og rgsslyng.
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Storelva pd Emblem. Uttaksted 20

- ¥y
o

Figur 3.6.5. Uttaksted 20, Storelva pa Emblem

Storelva pad Emblem har sitt opphav i Rgssevollelva og @stremselva og munner ut pa

Emblemsanden. Det er avrenning til elva fra jordbruksomrader og byggefelt.

Den naturlige vegetasjonen i omradet var blandingsskog av lgvskog som graor, selje, hegg (Prunus

padus) og bjgrk, med mye bregner og gress som undervegetasjon.

3.6.2. Ulsteinvik, Ulstein kommune

Sauneselva. Uttakstedene 1 og 2

Elva renner langs hovedveien ned mot Ulsteinvik og drenerer vann fra et myromrade og
industriomrade lengst oppe og bebyggelse lengre nede. Den naturlige vegetasjonen lagsmed elva

bestdr av blandet lgvskog med urter som undervegetasjon.

Vikeelva. Uttaksted 3 og 4

Elva ligger vest for Sauneselva og drenerer fra et myromrade lengst oppe. Deretter gar den
gjennom et byggefelt under utbygging og eldre bebyggelse lengre nede. Butikkomrdder og et
grgntomrade lengst nede ved munningen av elva. Den naturlige vegetasjonen bestod av blandet

lgvskog og med urter som undervegetasjon.

Skeide, elv. Uttaksted 5

Dette er ei lita elv som ligger vest for sentrum av Ulsteinvik. Den drenerer fra spredt bebyggelse og

eldre gardsbruk.
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Raudeelva. Uttaksted 6
Denne elva ligger vest for Uttaksted 5 og drenerer ogsa fra spredt bebyggelse og eldre gardsbruk.

Mye eldre eng langsmed elva.

3.6.3. Fosnavag, Hergy kommune
Myklebustvatnet. Uttakstedene 7 og 8

Figur 3.6.6. Uttakstedene 7 og 8, Myklebustvatnet

Dette er et gjengroingsvann som ligger i lavt i terrenget med bebyggelse av forskjellig art rundt, for

eksempel boliger, forretningslokaler, en skole og en barnehage.
Vegetasjonen rundt kantene holdt ikke vekten av en person og det var vanskelig 8 komme til sapass

mye vann at baitene kunne legges ut. Baitene ble derfor lagt i neerheten av hverandre, der det var

mulig 8 komme til fritt vann.

3.6.4. @rsta, @rsta kommune

Hovdevatnet. Uttaksted 9

Hovdevatnet ligger med lgvskog og litt spredt, eldre bebyggelse rundt. Undervegetasjonen bestar

av urter.
Hovdeelva. Uttaksted 10

Hovdeelva renner fra Hovdevatnet, gjennom et etablert byggefelt med eneboliger med relativt store

hager og ut i sjgen.
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Rystefeltet. Uttaksted 11 og 12

Elva renner fra fjellet og pa utsiden av et etablert byggefelt med relative store hager. Ved enden av
boligfeltet, ned mot elva var det en stor privat avfallsplass for hageavfall. Det ble lagt ut to bait i

elva, en over avfallsplassen og en nedenfor avfallsplassen.

Storelva i @rsta. Uttaksted 13, 14 og 17

3. ¥ [}

Figur 3.6.7. Storelva i @rsta, ved uttaksted 17

Som navnet sier, er dette den stgrste elva i @rsta. Elva munner ut i @rsta sentrum og samler opp
vann fra flere smdelver, blant annet Follestadelva. @verst er det en del eldre garder og spredt
bebyggelse, naermere sentrum er det et byggefelt og et handelssenter nederst. Ved
prgveuttakstedet var det en eldre alle av bgk mot veien. Naturlig vegetasjon lags elva var blandet

lgvskog og undervegetasjon med urter.

Follestadelva. Uttaksted 15 og 16

Elva kommer ned fra fjellet pa nordsiden av @rsta sentrum. Fgrst er bebyggelesen spredt med eldre
garder, deretter renner elva gjennom etablerte byggefelt, giennom @rsta sentrum og munner ut i

Storelva.
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4. Resultater

Phytophthora-arter pavist ved hjelp av ITS sekvensering er merket med (s), mens arter fastsatt ved

hjelp av morfologi er merket med (m).

4.1. IDENTIFISERING

Det ble pavist 6 arter av Phytophthora, disse var P. gonapodyides (H.E. Petersen) Buisman, P.
plurivora T. Jung & T.I. Burgess, P. riparia Reeser, Sutton and E Hansen, P. taxon Pgchlamydo, P.
cambivora (Petri) Buisman og en hittil ukjent art av Phytophthora som hadde opptil 94 %
sekvenslikhet med isolater av P. lateralis og P. ramorum (oppgitt som kommentar fra Brurberg,
Bioforsk, som utfgrte artsbestemmelsen. Ikke oppgitt andre steder i oppgaven). | denne oppgaven
blir navnet Phytophthora sp. @rsta brukt om denne arten, etter stedet den ble funnet. I tillegg ble
det funne en hittil ukjent art av Halophytophthora i brakkvann i Alesund kommune. Figurene 4.1.1 -

4.1.2 viser bilder av ett isolat fra hver av de 6 Phytophthora-artene som ble funne, henholdsvis pa

PDA og V8. Figur 4.1.3 viser bilder av den hittil ukjente arten av Halophytophthora ogsa pa PDA og
V8.

Figur 4.1.1. Alle Phytophthora-artene som ble pavist i undersgkelsen, inkubert ca. 2 uker ved 13°C i mgrke. Fra venstre
gverst: P. gonapodiydes (Isolat nr. 250 285), P. plurivora (Isolat nr. 250 287) P. riparia (isolat nr. 250 304). Fra venstre
nederst: P. taxon Pgchlamydo (Isolat nr. 250 286), P. cambivora (Isolat nr. 250 312), Phytophthora. sp. @rsta (Isolat nr.
250 316).
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Figur 4.1.2. Alle Phytophthora-artene som ble pavist i undersgkelen, inkubert ca. 2 uker ved 13°C i mgrke.Fra venstre
gverst: P. gonapodiydes (Isolat nr. 250 285), P. plurivora (Isolat nr. 250 287), P. riparia (Isolat nr. 250 304). Fra venstre
nederst: P. taxon Pgchlamydo (Isolat nr. 250 286), P. cambivora (Isolat nr. 250 312), Phytophthora. sp. @rsta (Isolat nr.
250 316).

Figur 4.1.3. Den hittil ukjente arten Halophytophthora (Isolat nr. 250 306) som ble funnet i brakkvann i Alesund
kommune. Til venstre pa PDA, pa V8 til hgyre. Begge skilene ble inkubert ca. 2 uker ved 13°C i mgrke.

4.1.1. Morfologisk

Figur 4.1.4. viser isolatene fra ett uttaksted, nr. 11 fra Brusdalsvatnet. Selv om de var morfologisk

ulike, hgrer alle isolatene til P. gonapodyides.
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Figur 4.1.4. Isolater fra uttaksted nr. 11. Brusdalsvatnet, nordsiden mot gst. ITS-sekvensering viste at de tre isolatene var
Phytophthora gonapodyides. @verst fra venstre PDA-skaler med isolat nr. 250 300, 250 301 og 250 302. Nederste rekke
V8 skaler, med de samme isolatene med samme rekkefglge. Alle skalene ble inkubert 14 dager i mgrke ved 13°C.

4.1.2. Molekyleert
Gelelektroforesen (Figur 4.1.5.) viser en positiv kontroll med DNA-sekvenser pa 550 basepar.

Isolatene ga bare ett band hver pa gelelektroforesen, og bandene 1d mellom 800 og 1000 basepar,
se figurene 4.1.5. og 4.1.6. Isolat nr. 250 290 hadde DNA-sekvenser pa omlag 800 basepar. Bandet

til positivkontrollen 1 ved omlag 550 basepar.
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Figur 4.1.5. De polymeriserte DNA-frekvensene (isolatnr. 250 285 til 250 299) separert ved hjelp av gelelektroforese.
Stigene pa kantene har trinn pa 100 basepar. De brgnnene i stigen som er ekstra sterke, er DNA-sekvenser med 500
basepar nederst og 1000 basepar gverst. Positivkontrollen ved siden av stigen til venstre har DNA-sekvenser pd 550
basepar. En kan se at isolatenes DNA-sekvenser ligger mellom 800 og 1000 basepar.
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Figur 4.1.6. De polymeriserte DNA-frekvensene (isolatnr. 250 300 til 250 317) separert ved hjelp av gelelektroforese.
Stigene pa kantene har trinn pd 100 basepar. De brgnnene i stigen som er ekstra sterke er DNA-sekvenser med 500
basepar nederst og 1000 basepar gverst. En kan se at isolatenes DNA-sekvenser ligger mellom 800 og 1000 basepar.
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Tabell 4.1.1. Alesund. Phytophthora-art og isolatnummer med uthevet skrift er de isolatene som ble bekreftet bade ved
morfologiske kjennetegn og ITS-sekvensering, mens de uten uthevet skrift ble bestemt kun ved hjelp av morfolgogiske
kriterier. Resultatene som ikke er av interesse for oppgaven er oppfgrt i parentes.

Uttaksted Koordinater Utlegg Artsbestemte Materiale/ Isolat
periode/ Phytophtora isolater merknad nummer
dato

1. Byparken vest, 62.47377°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250 285

avlgp 6.16078°0 5-10.08.13 P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286

P. plurivora Baiting 250 287
(Pythium) Baiting 250290
5-12.10.13 P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286
(Pythium) Baiting 250290

2. Byparken 62.47353°N - 8-15.06.13 - Bait borte
Kunstig dam 6.16139°@ 5-10.08.13 P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286
(Pythium) Baiting 250288

5-12.10.13 - Bait borte

3.Byparken avlgp | 62.47471°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250291

v/hovedport 6.17992°@ 5-10.08.13 P. plurivora Baiting 250289
5-12.10.13 P. plurivora Baiting 250289

(Phytopythium) Baiting 250290
3a. Byparken 62.47339°N - 12.10.13 Ikke pavist* Stamme-
6.16182°@ materiale fra
bgk
12.10.13 P. gonapodyides Stamme- 250 314
materiale fra
bgk
3b. Brusdalshagen | 62.47164°N - 12.10.13 Pavist* Stamme-
6.17421°0 materiale fra
blodbgk
12.10.13 P. cambivora Stamme- 250 312**
materiale fra
blodbgk
3c. Brusdalshagen | 62.47164°N - 12.10.13 Ikke pavist Jord ved
6.17421°¢ blodbgk

4. Aksla, kunstig 62.47419°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250 292

dam 6.17599°@ 5-10.08.13 - Bait borte
5-12.10.13 - Bait borte

5. Gaseid 62.46575°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250 293

dammen 6.25348°0 5-10.08.13 P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286
5-12.10.13 (Pythium) Baiting ++

6. Ratvika, elv 62.46342°N - 8-15.06.13 (Phytopythium) Baiting 250 294

6.25701°¢ 5-10.08.13 P. plurivora Baiting 250289
(Phytopythium) Baiting 250295
5-12.10.13 - Bait borte

7. Gasdeidvatnet 62.46599°N - 8-15.06.13 P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286

6.26849°¢ 5-10.08.13 P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286

5-12.10.13 P. gonapodyides Baiting 250 297

P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286

(Phytopythium) Baiting 250 296

8. Lerstadvatnet 62.4684°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250 297

6.30204°0 5-10.08.13 P. gonapodyides Baiting 250 297

(Phytopythium) Baiting 250299

(Pythium) Baiting ++

5-12.10.13 P. gonapodyides Baiting 250 298
9. Olsvika 62.47822°N - 8-15.06.13 Ikke pavist Baiting
6.37328°@ 5-10.08.13 Ikke pavist Baiting
5-12.10.13 Ikke pavist Baiting

10. 62.47762°N - 8-15.06.13 P. plurivora Baiting 250289

Brusdalsvatnet 6.43093°@ 5-10.08.13 P. gonapodyides Baiting 250297

nordsiden mot gst 5-12.10.13 P. gonapodyides Baiting 250 297

(Pythium) Baiting ++

39



Uttaksted Koordinater Utlegg Artsbestemte Materiale/ Isolat
periode/ Phytophtora isolater merknad nummer
dato

10a. 62.48209°N - 10.08.13 Ikke pavist Stamme

Brusdalsvatnet 6.45224°% materiale fra

nordsiden mot gst selje

11. 62.47399°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250 300

Brusdalsvatnet 6.40921°@ 250301

nordsiden mot 250 302

vest 5-10.08.13 - Bait 14 tort
5-12.10.13 - Bait 13 tgrt

12. 62.47008°N - 8-15.06.13 Ikke pavist Baiting

Brusdalsvatnet 6.45657°@ 5-10.08.13 Ikke pavist Baiting

innlgp 5-12.10.13 - Bait borte

13. 62.46582°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250297

Brusdalsvatnet 6.41575°@ 5-10.08.13 P. gonapodyides Baiting 250297

sgrsiden 5-12.10.13 Ikke vekst Baiting

14. 62.46512°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250297

Brusdalsvatnet 6.38475°@ 5-10.08.13 P. gonapodyides Baiting 250301

utlgp 5-12.10.13 P. gonapodyides Baiting 250 303

14.a 62.46488°N - 12.10.13 Ikke pavist Stamme-

Brusdalsvatnet 6.38209°@ materiale fra

graor
15. Litlevatnet 62.46508°N - 8-15.06.13 P. gonapodyides Baiting 250303
6.37568°0 (Phytopythium) Baiting 250 308
5-10.08.13 P. gonapodyides Baiting 250 309
P. taxon Pgchlamydo Baiting 250 286
5-12.10.13 (Pythium) ++

16. Litlevatnet 62.46472°N - 8-15.06.13 P. riparia Baiting 250 304**

utlgp 6.36608°@ (Pythium) Baiting ++
5-10.08.13 (Pythium) Baiting ++
5-12.10.13 P. riparia Baiting 250 305**

(Pythium) Baiting ++
17. Spjelkavikelva | 62.45925°N - 8-15.06.13 Ikke pavist Baiting
6.35650°0 5-10.08.13 P. plurivora Baiting 250 289
5-12.10.13 - Bait borte

18. Myrland, elv 62.43265°N - 8-15.06.13+ P. gonapodyides Baiting 250307

6.38426°@ (Halophytophthora) Baiting 250 306
5-10.08.13 P. gonapodyides Baiting 250307
5-12.10.13 Ikke pavist Baiting

19. Ekornas, elv 62.43183°N - 8-15.06.13 Ikke pavist Baiting

6.40299°¢ 5-10.08.13 (Pythium) Baiting ++
5-12.10.13 - Bait borte

19a. EKornis 10.08.13 Ikke pavist Stamme-

materiale fra
selje

20. 62.43074°N - 8-15.06.13 Ikke pavist Baiting

Emblemsanden, 6.44501°0 5-10.08.13 P. plurivora Baiting 250311

elv 5-12.10.13 P. gonapodyides Baiting 250 310

*Analysert ved serologisk hurtigtest
** mindre enn 99 % sikkert resultat fra sekvenseringen
+ Annet uttaksted i elva enn de to siste uttakene, uttakstedet er merket pa kartet i vedlegg 2 som uttaksted 17a

++ Isolatet ble vurdert til & vaere Pythium fgr gruppering etter morfologi startet

- Betyr at prgvene med blader av Rhododendron (baitet) ble borte i lgpet av de dagene de 13 ute i vann og ingen analyse
ble foretatt

Ved uttaksted 18, Myrland ble baitet under 1. baitingperiode plassert sa naert utlgpet at sjgvann

kom opp til prgvestedet ved flo sjg. Siden det var usikkert om brakkvann ville pavirke resultatet,

ble uttakstedet flyttet lengre opp i elva ved de to siste uttakene (se kart, vedlegg 2). Ved fgrste uttak
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i saltholdig vann ble det pavist en hittil ukjent art av Halophythophthora (Isolatnr. 250 306) og P.
gonapodyides (m). Lengre oppe i elva ble P. gonapodyides (Isolatnr. 250 307) pavist ved andre
uttak.

Av de isolatene som dannet oogonier i V8 agar (se tabellene 3.3.2 og 4.1.1), ble 3 isolater
artsbestemt ved sekvensering. Sekvenseringen viste at alle 3 isolatene var Phytophthora plurivora,

gruppe a) isolatnr. 250 287, gruppe b) isolatnr. 250 289 og gruppe c) isolatnr. 250 311.

I Alesund ble det etter 1. baitingperiode i juni pavist Phytophthora i 68 % (n = 19) av baitene som
ble analysert, og 3 arter ble pavist P. gonapodyides (s), P. riparia (s) og P. plurivora (m). I tillegg ble
ett isolat morfologisk bestemt til 4 veere P. taxon Pgchlamydo, men dettte isolatet dannet ikke
klamydosporer i agar (Se tabell 4.3.1). Ved 2. baitingperiode i august ble det pavist Phytophthora
ved 77 % (n = 18) av de analyserte baitene og 3 Phytophthora arter ble pavist: P. gonapodyides (s),
P. taxon Pgchlamydo (s) og P. plurivora (s). Ved 3. baitingperiode i oktober ble det pavist
Phytophthora ved 57 % (n = 14) av de analyserte baitene og de samme artene som ved fgrste utlegg
ble pavist; P. gonapodyides (s), P. riparia (s) og P. plurivora (m), samt ett isolat av P. taxon

Pgchlamydo (m) som dannet klamydosporer i agar (se tabell 4.3.1.).

Dersom en ser pa sammensetningen av Phytophthora-artene ved de forskjellige baitingperiodene,
ser en av tabell 4.1.1. at P. gonapodyides, dominerte i 1. baitingperiode hvor 76 % (n = 13) av
isolatene med pavisning av Phytophthora var P. gonapodyides . P. taxon Pgchlamydo, P. riparia og P.
plurivora representerte 8 % hver av pavisningene. Den jevneste fordelingen mellom artene var i
utleggsperiode 2, hvor P. gonapodyides ble pavist ved 38 % (n = 16) av isolatene med pavisning av
Phytophthora, P. plurivora representerte 31 %, sekvenserte P. taxon Pgchlamydo utgjorde 6 %,
mens 25 x% var P. taxon Pgchlamydo isolater som ikke dannet klamydosporer i agar (se tabell
4.3.1). I 3. baitingperiode var 56 % (n = 9) av pavisningene P. gonapodyides. P. riparia og P.
plurivora representerte 11 % hver, mens P. taxon Pgchlamydo representerte 11 % med ett isolat
som dannet klamydosporer i agar og ett 11 % som ikke dannet klamydosporer i agar (se tabell

4.3.1).

I Brusdalsvannet, uttakstedene 10 til 14, ble det ikke pavist Phytophthora i en elv som kom inn i
Brusdalsvatnet (Uttaksted 12. Brusdalsvatnet, innlgp), mens det ble pavist P. gonapodyides (s) og P.

plurivora (m) i selve Brusdalsvatnet og i elva som gikk ut av vannet ble det pavist P. gonapodyides

(s).
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Samlet sett for alle tre utleggsperiodene i Alesund, ble det pavist Phytophthora ved 17 av 20
uttaksteder, det vil si 85 % av uttakstedene. Uttakstedene uten pavisning var 9. Olsvika, 12.

Brusdalsvatnet innlgp og 19. Ekornas.

Tabell 4.1.2. Ulsteinvik. Phytophthora-art og isolathummer med uthevet skrift er de isolatene som ble bekreftet bade ved
morfologiske kjennetegn og ITS-sekvensering, mens de uten uthevet skrift ble bestemt kun ved hjelp av morfolgogiske
kriterier. Resultatene som ikke er av interesse for oppgaven er oppfgrt i parentes.

Uttaksted Koordinater Utlegg periode/ | Artsbestemte Materiale/ Isolat nr./
dato Phytophtora merknad bestemt ved
isolater
1.Sauneselva | 62.33744°N - 24-31.08.2013 P. gonapodyides Baiting 250313
5.87525°@
2. Sauneselva, | 62.34397°N - 24-31.08.2013 P. gonapodyides Baiting 250313
utlgp 5.86938°0
3. Vikelva 62.34431°N - 24-31.08.2013 Ikke pavist Baiting
5.86669°0
4. Vikelva 62.34307°N - 24-31.08.2013 Ikke pavist Baiting
5.85327°¢@
5. Skeide, elv 62.35247°N - 24-31.08.2013 Ikke pavist Baiting
5.82749°¢
6. Raudeelva 62.35733°N - 24-31.08.2013 Ikke pavist Baiting
5.82261°¢0

[ Usteinvik ble det kun pavist Phytophthora ved to av uttakstedene, og begge var fra Sauneselva. I de

3 andre elvene Vikelva, elva pa Skeide og Raudeelva ble det ikke pavist Phytophthora.

Tabell 4.1.3. Fosnavag. Phytophthora-art og isolathnummer med uthevet skrift er de isolatene som ble bekreftet bade ved
morfologiske kjennetegn og ITS-sekvensering, mens de uten uthevet skrift ble bestemt kun ved hjelp av morfologiske
kriterier.

Uttaksted Koordinater Utlegg Artsbestemte Materiale/ Isolat nr.
periode/ Phytophtora merknad
dato isolater
7. Myklebust 62.33229°N - 24-31.08.2013 | P. gonapodyides Baiting 250 317
vatnet 5.64274°@
8. Myklebust 62.33184°N - 24-31.08.2013 | P. gonapodyides Baiting 250313
vatnet 5.64513°¢@

[ Fosnavag (Tabell 4.1.3.) var Myklebustvatnet den eneste plassen hvor det var mulig a legge ut bait.
Det ble lagt ut to bait i neerheten av hverandre i Myklebustvatnet, hvor det var mulig & komme til

fritt vann.
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Tabell 4.1.4. @rsta. Phytophthora-art og isolatnummer med uthevet skrift er de isolatene som ble bekreftet bide ved
morfologiske kjennetegn og ITS-sekvensering, mens de uten uthevet skrift ble bestemt kun ved hjelp av morfolgogiske
kriterier. Resultatene som ikke er av interesse for oppgaven er oppfgrt i parentes.

Uttaksted Koordinater | Utlegg Artsbestemte Materiale/ Isolat nr.
periode/ dato | Phytophtora merknad
isolater

9. Hovdevatnet | 62.33184°N 24-31.08.2013 | (Phytopythium) Baiting 250 315**

- 6.64513°@ (Pyhtium) ++
10. Hovdeelva 62.19104°N | 24-31.08.2013 | Ikke pavist Baiting

- 6.08627°0@
11. Rystefeltet, 62.18321°N | 24-31.08.2013 | Ikke pavist Baiting
gverst - 6.0970°@
12. Rystefeltet, 62.18471°N | 24-31.08.2013 | Ikke pavist Baiting
nederst -6.10273°@
13. Storelva 62.19189°N | 24-31.08.2013 | - Bait 14 tort

- 6.12565°0
14. Storelva 62.19089°N | 24-31.08.2013 | - Bait 13 tert

-6.13122°@
15. 62.19780°N 24-31.08.2013 | Ikke pavist Baiting
Follestadelva - 6.14642°@
ved Daleveien
16. 62.20832°N 24-31.08.2013 | Ikke pavist Baiting
Follestadelva - 6.16834°@
ved
Daleteigane,
17. Storelvaved | 62.18369°N 24-31.08.2013 | Phytophthora. sp. Baiting 250 316
Dalevegen - 6.16071°0 @rsta

P. gonapodyides Baiting 250313

++ Isolatet ble vurdert til & vaere Pythium fgr gruppering etter morfologi startet
- Betyr at prgvene med blader av Rhododendron (baitet) ble borte i lgpet av de dagene de 13 ute i vann og ingen analyse
ble foretatt

I @rsta (Tabell 4.1.4.) ble det lagt ut 9 bait, og 3 av disse ble lagt i Storelva, hvorav 2 bait ble
liggende tgrt pa grunn av stor variasjon i vannstanden i elva. Ved det siste uttakstedet, nr 17.
Storelva ved Dalevegen, ble det pavist 2 arter av Phytophthora, Phytophthora. sp. @rsta (s) og P.
gonapodyides (m).

Det ble ikke pavist Phytophthora fra av uttakstedene ved Rystefeltet i @rsta (Uttaksted 11 og 12).

Ingen av bladene i kontrollene som ble baitet i vann fra springen eller i kokt vann fikk vasstrukne

flekker.

I denne undersgkelsen ble det tilsammen pavist P. gonapodyides i 16 sekvenserte isolater, fra 14
uttaksteder og 10 uavhengige vannsystemer. Fra alle vannsystemene med pavisning av P.
gonapodyides ble pavisningene bekreftet med sekvensering. Bortsett fra ved uttaksted nr. 17.

Storelva ved Dalevegen, her ble isolatet kun morfologisk bestemt til P. gonapodyides.

De morfologisk like isolatene dannet en gruppe og ett isolat fra gruppen ble valgt ut til ITS-

sekvensering for d representere denne gruppen. Fra 7 av gruppene ble det i tillegg valgt ut ett
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ekstra isolat for a kontrollere om de morfologiske vurderingene var riktige (se tabell 4.1.5). Av
resultatene fra ITS-sekvenseringen ser en at alle de 7 ekstra isolatene som ble sekvensert (hgyre
side av tabell 4.1.5.) ga det samme resultatet som det fgrste utvalgte isolatet i gruppen (venstre side

av tabell 4.1.5).

Tabell 4.1.5. Kryssjekk av morfologiske vurderinger. De isolatene som ble valgt ut for d representere isolatene i den
morfologisk like gruppen til venstre. Fra 7 av gruppene ble ett ekstra isolat sendt inn, og resultatet fra disse kryssjekkene
star til hgyre. P. er forkortelse for Phytophthora. De isolatene som som ble sekvensert og artsbesemt til ikke & veere
Phytophthora, ble satt i parentes.

Isolat som ble bestemt a representere gruppen KryssjekKk, fra 7 grupper hvor ett ektra isolat ble sendt inn
Isolat nr. ITS sekvensert resultat | Isolatnr. ITS sekvensert resultat
250290 (Phytopythium) 250 296 (Phytopythium)

250 294 (Phytopytium) 250 295 (Phytopytium)

250300 P. gonapodyides 250310 P. gonapodyides

250301 P. gonapodyides 250303 P. gonapodyides

250302 P. gonapodyides 250307 P. gonapodyides

250308 (Phytopythium) 250 288 (Phytopythium)

250313 P. gonapodyides 250317 P. gonapodyides

4.2. PATOGENITETSTEST
Ved fgrste forsgk, hvor bladene ble dyppet ca. 5 sekunder i 70 % etanol fgr de ble tgrket av og
inokulert, ble alle bladene brune, ogsa kontrollene som ikke var inokulert. Resultatene fra denne

undersgkelsen kunne derfor ikke brukes.

Ved andre forsgk, hvor bladene ikke ble forhdndsbehandlet, ble forsgket startet den 25. april 2014

og resultatet fra denne undersgkelsen foreligger ikke ennd, pr. 14. mai 2014.

4.3. MORFOLOGISKE UNDERS@OKELSER

4.3.1. Veksthastigheter
De radiale veksthastighetene for isolatene P. gonapodyides (Isolatnr. 250 293), P. riparia (Isolatnr.

250 304 og 250 305) og Phytophthora. sp. @rsta (Isolatnr. 250 316) som ble undersgkt pa PDA ved
temperaturer fra 5°C til 35°C, med trinn pa 5°C (Figur 4.3.1.).
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Figur 4.3.1. Radial veksthastighet i millimeter pr. dggn, for Phytophthora gonapodyides (Isolatnr. 250 293), P. riparia
(Isolatnr. 250 304 og 250 305 ) og Phytophthora. sp. @rsta (250 316). Isolatene vokste i 9 cm Petriskaler pa PDA, inkubert
i mgrke ved temperaturer som angitt i figuren. For ordens skyld er begge isolatene av P. riparia satt under hverandre i
figuren.

Av tabell 4.2.1 ser en at P. riparia isolatnr. 250 304 ble pavist ved baiting ved uttaksted 16.
Litlevatnet, utlgp i juni og at dette isolatet hadde optimumstempeatur pa omlag 30°C (Figur 4.3.1.).
Det andre isolatet av P. riparia, isolatnr. 250 305, ble pavist ved samme uttaksted i august og hadde
optimumstemperatur omlag 20°C. Isolatnr. 250 293, P. gonapodiydes hadde en optimums-
temperatur pa omlag 25°C og isolatnr. 250 316 av Phytophthora. sp. @rsta hadde lavest

optimumstemperatur av disse isolatene pa omlag 15°C.

4.3.2. UKkjgnna strukturer i vann

P. cambivora (Isolatnr. 250 312) dannet sporangier bdde i autoklavert og filtrert vann fra

Andedammen ved NMBU med biter av V8-agar. Isolatene var inkubert ved 13°C i mgrke.
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Sporangiene varierte i form mellom ovoide og ellipsoide, og de var ikke papillate. Stgrrelsen var

33.29 x 15.35 um (n = 20) og varierte fra 24.43 x 18.00 um til 41.14 x 31.00 pm.

20 pm 20 pm

4.3.2. Sporangier fra Phytophthora cambivora dannet i V8 agar ovsersvgmt med autoklavert eller filtrert vann fra
Andedammen ved NMBU. Isolatene var inkubert ved 13°C i mgrke.

P. riparia (Isolatnr. 250 304): Det ble kun dannet hyfer i vann, ingen andre strukturer ble observert.

Phytophthora. sp. @rsta (Isolatnr. 250 316): Den eneste metoden (se tabell 3.5.1.) som ga
sporangier (Figur 4.3.3) og oppsvulming i hyfene var isolatene som ble tilsatt filtrert vann fra
Andedammen og satt mgrkt pd kjglerom ved 13°C. Det ble dannet rikelig med sporangier ved
endringer i temperaturene. Sporangiene hadde forskjellig form, og de var ovoide til ellipsoide og
semipapillate. Gjennomvekst (proliferasjon), eller dannelse av nye sporangier fra de gamle, tomme,
sporangiene, var enten ekstern eller intern. Ved intern gjennomvekst ble det nye sporangiet dannet
nedi det gamle pa en kort sporangiofor (Figur 4.3.4.) Sporangiene opptradte enten enkeltvis eller 2
til 4 sammen, i et sympodium. Sporangioforene var korte, noe som gjorde at sporangiene satt tett
sammen (Figur 4.3.5.). Ved skylling med vann falt sporangiene ikke av sporangioforene. Figur 4.3.7.
viser cyster i sporangiene og cyster som frigjgres fra et sporangium. Det ble ogsd observert

zoosporer, men disse lyktes det imidlertid ikke a ta bilde av.

_oum sopm _um__

Figur 4.3.3. Sporangier fra Phytophtora sp. @rsta.
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Figur 4.3.4. Ekstern gjennomvekst til venstre og intern gjennomvekst til hgyre hos Phytophthora sp. @rsta. Apningen i
sporangiet var 9.3 um.

Figur 4.3.5. Sporangiene i Phytophtora sp. @rsta, opptradte enkeltvis (til venstre) eller i sympodium. [ sympodium med to
sporangier i midten og tre sporangier til hgyre. Det ble observert sympodium med opp til 4 sporangier sammen.

Figur 4.3.7. Sporangium hos Phytophtora sp. @rsta, med cyster av zoosporer. En cyste er ennd inni sporangiet, en har
nettopp kommet ut, som er lett  se ved siden av sporangiet, samt to stykker som en kan skimte foran sporangiet ned mot
hgyre hjgrne av bildet. Til hgyre ser en cyster i et sporangium.
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Det ble observert oppsvulminger i hyfene, disse var enten enkeltvis eller i kjeder, se figurene 4.3.8.

0g 4.3.9.

20pm ——
20 pm o

Figur 4.3.8. Det ble observert oppsvulminger i hyfene hos Phytophtora sp. @rsta. Disse var enten enkeltvis som til venstre
eller i kjeder, til hgyre.

20 um 20 pum

Figur 4.3.9. Phytophtora sp. @rsta dannet oppsvulminger i hyfene. Til hgyre er det et sporangium i enden av hyfen.

Hyfene var glatte, av og til knudrete og gjennomsnittlig bredde pa hyfene var 5.1 um (n = 20), se
figur 4.3.10.

20
= 20 pm

Figur 4.3.10. Hyfene hos Phytophtora sp. @rsta var som regel glatte, men kunne noen ganger vaere knudrete.
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4.3.3. Ukjgnna strukturer i agar
Phytophtora taxon Pgchlamydo (Isolatnr. 250 286): Dette isolatet ble isolert fra uttaksted 1.

Byparken vest, avlgp, og dannet klamydosporer i gulrotagar. Det gjorde ogsa det andre isolatet fra
samme uttaksted som var morfologisk bestemt til 4 veere P. taxon Pgchlamydo. De andre isolatene
som var morfologisk bestemt til & veere P. taxon Pgchlamydo, dannet ikke klamydosporer i

gulrotagar, se tabell 4.3.1.

Figur 4.3.11. Phytophtora taxon Pgchlamydo (Isolatnr. 250 286) dannet rikelig med klamydosporer i gulrotagar. Isolatet
var inkubert i mgrke, ved 23°C, og dannet klamydosporer etter 4 dager.

Tabell 4.3.1. Isolater av Phytophtora taxon Pgchlamydo hvorav et ble sekvensert (isolatnummer er oppgitt i parentes) og
7 isolater ble morfologisk bestemt til & veere P. taxon Pgchlamydo. Isolatene ble inkubert i mgrke ved 23°C i 2 uker.

Uttaksteder i Alesund Antall isolater fra Isolater som dannet

uttakstedet/isolat-nummer klamydosporer i gulrotagar

1. Byparken vest, avlgp 1 (Isolatnr. 250 286)
1

2. Byparken kunstig dam

5. Gaseiddammen

7. Gaseidvatnet

1
1
0
0
0
0

[SE R SUY S NN

15. Litlevatnet

4.3.4. Kjgnna strukturer i vann

Det ble ikke observert kjgnna strukturer (oogonier, oosporer eller antheridier) i noen av isolatene

som ble lagt i vann, dette er visti tabell 3.5.1.

4.3.5 Kjgnna strukturer i agar
P. cambivora (Isolatnr. 250 312): Ved bruk av krysningstype Phytophthora cryptogea A; ble det

dannet kjgnna strukturer, oogonier, i gulrotagaren hos P. cambivora (Isolatnr. 250 312), se figur
4.3.12., men ikke ved bruk av krysningstype Ai:. Antheridiene omsluttet oogoniene, altsd en

amphigyn omslutning. Oogoniene var gjennomsnittlig 31.2 um (n = 20), og varierte fra 24.9 til 36.8
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um. Det var kun glatte oogonier som ble malt. De var glatte eller knudrete, plerotiske og oosporene
i oogoniene var gjennomsnittlig 28.8 um (n = 20) og varierte fra 23.0 til 34.07 um. Oosporeveggene
var gjennomsnittlig 2.7 um (n = 20) og varierte fra 1.6 til 3.9 um. Antheridiene var gjennomsnittlig
16.3 x 18.4 um (n = 12) og varierte fra 18.5 x 27.1 um til 12.7 x 13.3 pm.

20 pm _20pm

Figur 4.3.12. Oogoniene hos Phytophtora cambivora hadde amphigyne antheridier. De var enten knudrete (til venstre)

eller glatte (til hgyre).

P. riparia (Isolatnr. 250 304): Det ble ikke dannet kjgnna strukturer i agar, verken ved bruk av P.

cryptogea krysningstype A; eller A; i gulrotagar eller alene pa gulrotagar.

Phytophthora. sp. @rsta (Isolatnr. 250 316): Det ble dannet oogonier ved tilstedeveerelse av bade P.
cryptogea krysningstype A: og A: pa gulrotagar, og pa gulrotagar alene. Oogoniene var i
stgrrelseorden 33.8 til 45.4 pum (n = 16), gjennomsnittlig 40.8 pm. Oosporene fylte i hovedsak
oogoniene helt (plerotisk), men i noen tilfeller var de ikke helt plerotiske, i stgrrelse varierte
oosporene fra 33.2 um til 41.7 (n = 16), gjennomsnittlig 37.4 pm. Oosporenes vegg var 2.2 til 4.0 pm
tykk (n = 16), gjennomstnittlig 3.1 um.

w
20
el l ] 20 pm

Figur 4.3.13. Oogonier hos Phytophtora sp. @rsta var pigmenterte, oosporene fylte oogoniene (plerotisk) hos de fleste
oogoniene, antheridiene var paragyne.
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Antheridiene omsluttet ikke oogoniene helt (paragyne), og det var 1 til 4 antheridier pr. oogoinium.

Oogoniene ble kun dannet i bitene av gulrot i agaren. I noen tilfeller gikk stilken til oogoniet rundt

antheridiet.

P. plurivora, isolatnr. 250 287, 250 289, 250 311, samt de isolatene som ble morfologisk bestemte

til & veere P. plurivora dannet alle oogonier i V8-agar. Den gjennomsnittlige stgrrelsen pa ooginiene

var 27.4+1.9 um (n = 20).

Tabell 4.3.2 Oversikt over morfologiske trekk for Phytophthora. sp. @rsta sammenlignet med P. ramorum og P. lateralis.

Phytophthora. sp. @rsta
Isolatnr. 250 316

P. ramorum Werres, De
Cock & Man in 't Veld
2001

P. lateralis Tucker &
Milbrath 1942

Temperaturer

Radial vekst i
millimeter/dggn ved
20°C

Minimum < 5°C
Optimum omtrent 15°C
Maksimum mellom 25-30°C

1.4 mm/d

Minimum 2°C
Optimum 20°C
(17-30°C ble registrert)
Maksimum 27°C
(25-37°C ble registrert)

2.8 mm/d

Minimum 3°C
Optimum 20°C
Maksimum <26°C **

22+037-44+£0.22mm/d*

Sporangier

Form

Sympodial

Lengde um

Bredde

Lengde/bredde
forhold

Gjennomvekst

Ovoide, ellipsoide eller semi-
papillate med avrundet base,
eller base med tapp

Enkel eller sympodial, opp til 4
sporangier sammen

37.2-68.9 um (n = 20),

gjennomsnittlig 52.1 pm

17.7 - 36.8 um (n = 20),
gjennomsnittilig 29.8 um

Gjennomsnittlig 1.8

Ekstern og intern med korte

Ellipsoide, spindelformet,
eller forlenget ovoide med
utydelig papilla,

avundet ved basis, av og til
med tappet base.

Enkel eller sympodial

40 - 80 um, gjennomsnittlig
52 um

20 - 32 um, gjennomsnittlig
24 pm

Gjennomsnittilig 2.16

Ovate, obovate, obpyriform,
forlenget, ikke-papillate+
Normal, forlenget, forvridd *
ikke-papillate, ovate, obovate,
obpyriform, forlenget eller
forvridd**

Sympodial+

26 - 60 um, gjennomsnittlig
36 pm+
49.0+1.5-86.1£3.60 pm*
12 - 20 um, gjennomsnittlig
15um+

24.9£1.09 - 31.5£1.83 pm*

Flere varianter; 2.5, 3.0, 2.4 *

Ekstern eller intern inne i den

sporangioforer gamle sporangien+
Caducouse Ser ut til & veere persistente Caducouse Persistente, men noen
isolater kan ha en liten andel
caducouse sporangier++
Oogonier Glatte, sfaeriske, terminale Glatt, nesten sfeeriske, Ikke observert+

33.8-45.4 um (n=16),
gjennomsnittlig 40.8 pm

terminale ogsa laterale
24 - 40 pm, vanligst 29-33
pm

Glatt, subglobuleere, fargelgse
28 - 31.2 - 38 um, sjelden™***
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Phytophthora. sp. @rsta
Isolatnr. 250 316

P. ramorum Werres, De
Cock & Man in 't Veld
2001

P. lateralis Tucker & Milbrath
1942

Oosporer 33.2-41.7 ym (n=16), 20 - 36 um, vanligst 27 - | Ikke rapportert+

gjennomsnittlig 37.4 um 31 um

Plerotisme De fleste plerotisk, noen ikke Plerotisk

helt plerotisk

Tykkelse Veggtykkelse 2.2 - 4.0 um (n =

oosporevegg 16), gjennomstnittlig 3.1 ym

Antheridier Paragyne Amphigyne Paragyne**

Homotallisme/ Ser ut til & veere homotallisk Heterotallisk Homotallisk**

Heterotallisme Produserer ikke kjgnna strukturer
med krysningstyper slik som
homotalliske arter gjgr***

Hyfer Oppsvulminger i hyfene Danner oppsvulminger i hyfene+++

Form Mycelet oftest glatt men Mycelet vanligvis glatt men kan veaere

kunne vere knudrete knudrete+

Bredde Gjennomsnitt 5.1 pm, varierte | Opp til 8 um

mellom 4.4 - 6.5 pum pa
gulrotagar

Klamydosporer Ikke observertiV8, PDAeller | 29-91 um, vanligst46 - | Terminal plassering eller lateral

gulrotagar 60 pum plassering, 20-77 um,
gjennomsnittlig 40 pm +
32.7£1.06-47.5£0.05 pm*

Clade Clade 8 (Kroon et al. Clade 8 (Kroon et al. 2012)

2012)
(Werres et al. 2001) + (Tucker & Milbrath 1942)

Kilder ++(Hansen et al. 1999)

+++(Gallegly & Hong 2009)
*(Brasier etal. 2012)
**(Erwin & Ribeiro 1996)
***(Brasier et al. 2010)

5. Diskusjon

Hypotesen i oppgaven var a undersgke om Phytophthora er utbredt i vann og vannveier pa

Sunnmgre. Fra denne undersgkelsen kan en klart sla fast at Phytophthora er utbredt i vann og

vannveier pa Sunnmgre. I Alesund kommune ble det pavist Phytophtora ved 85 % (n = 20) av

uttakstedene, noe som tyder pa at disse organismene har godt potensiale for a spre seg og overleve

i omradet. Siden det ved de andre byene Ulsteinvik, Fosnavag og tettstedet @rsta bare ble utfgrt en

utleggsperiode med et begrenset antall bait, er det ikke et tilstrekkelig grunnlag til & dra gode

konklusjoner, men en kan sla fast at det ogsa finnes Phytophthora i vann og vannveier der. Nar

Phytophthora har etablert seg i vann og vannveier kan dette fgre til at planter i vannkanten smittes

og fore til videre spredning av Phytophthora. Ferdsel og annen aktivitet i infiserte omrader kan spre
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Phytophthora med bade vann og jord. Ogsa dyr kan dra smitta jord med seg. Spesielt ille er det

dersom infisert vann blir brukt til vanning i planteskoler.

De gverste uttakstedene i Sauneselva i Ulsteinvik og Storelva i @rsta burde, ideelt sett, veert plassert
ovenfor all bebyggelse i elva, slik at en sd om vannet var uten Phytophthora smitte fgr det kom inn i
bebygd omrade eller om Phytophthora var tilstede. En ville da hatt grunnlag for a vurdere om den

paviste smitten kunne vaere spredt med menneskelig aktivitet.

Fra Uttaksted 11, Brusdalsvatnet, nordsiden mot @st, ble det sekvensert 3 isolater, disse var
morfologisk forskjellige pa PDA og V8-agar. Resultatet fra sekvenseringen viste likevel at alle tre
var P. gonapodyides. Disse morfologiske forskjellene kan tyde pa at isolatene har forskjellig opphav
eller at arten har veert etablert lenge i omradet og gitt opphav til variasjon i genmaterialet gjennom
mutasjoner. P. gonapodyides ble ikke funnet i Norge fgr i 2007 (Herrero et al. 2011), men denne
arten er sveert utbredd i alle undersgkte vassdrag bade pd Servest- og @stlandet, ogsa i
naturomrader, sd det er rimelig a anta at denne arten ikke er introdusert nylig (Talgg et al. 20123;

Talgg et al. 2012b; Talgg 2013).

I elva som bringer vann inn i Brusdalsvatnet ble det ikke pavist Phytophtora. Fra 4 bait i selve
Brusdalsvatnet ble det pavist 8 isolater av P. gonapodyides og ett isolat av P. plurivora. Dette kan
tyde pa at mennesklig aktivitet rundt vannet har bragt med seg smitte av Phytophtora til vannet.
Siden isolatene var morfologisk forskjellige kan dette tyde pa at isolatene ikke har felles opphav,
men det er ogsa kjent at det kan veaere vanskelig a pavise Phytophthora i elver der vannet strgmmer

raskt (V. Talgg, Bioforsk, pers. comm.).

De to isolatene av P. riparia som ble pavist, hadde forskjellige optimumstemperaturer for radial
vekst. Isolatnr. 250 304 hadde hgyest optimumstemperatur, omlag 30°C og isolat nr. 250 305
hadde optimumstemperatur pa omlag 20°C. I kommentarene fra M. B. Brurberg i forbindelse med
artsbestemmelsen, star det at isolatnr. 250 304 ikke hadde full DNA-sekvens, men den hadde opp
til 99 % sekvenslikhet med P. riparia. | kommentarene til isolatnr. 250 305 star det at DNA-
sekvensene ikke var fullstendige og at likheten med isolatnr. 250 304 ikke kunne fastslas med
sikkerhet. P. riparia har temperaturoptimum pa omlag 30°C (Hansen et al. 2012) og dette styrker
teorien om at isolatnr. 250 304 er P. riparia. Morfologisk er P. riparia og P. gonapodyides like, men
de har forskjellig DNA sekvenser og har forskjellige temperaturoptimum. P. gonapodyides har
temperaturoptimum ved 25°C (Erwin & Ribeiro 1996). Isolatnr. 250 305 som ikke hadde
fullstendige DNA-sekvenser og med et temperaturoptimum pa omlag 25°C kan derfor veare P.

gonapodyides, men det ma ytterligere undersgkelser til for a fastsla dette. En ser ogsa at isolatnr.
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250 304 er det eneste av de undersgkte isolatene som vokser ved 35°C. Isolatet av P. gonapodyides
(Isolatnr. 250 293) hadde optimumstemperatur pa omlag 25°C, noe som sammenfaller med annen

litteratur (Erwin & Ribeiro 1996).

P. gonapodyides (Cooke et al. 2000), P. riparia (Hansen et al. 2012) og P. taxon Pgchlamydo (Brasier
et al. 1993; Brasier et al. 2003; Cooke et al. 2000) tilhgrer alle Clade 6. Bade P. gonapodyides
(Brasier & Hansen 1992) og P. riparia (Hansen et al. 2012) er sterile, mens P. taxon Pgchlamydo
dannet kjgnna strukturer ved krysningtype A:fra P. drechsleri (Brasier et al. 1993; Brasier et al.
2003). Dette er arter som ofte blir pavist i vann og elver ved baiting (Brasier et al. 1993; Huai et al.
2013; Reeser et al. 2010). Artene i Clade 6 ligner pa hverandre morfologisk og for sikker pavisning
ma en bruke DNA baserte analyser i tillegg. Denne gruppen omfatter Phytophthora-arter som antas
a ha et utbredt saprofyttisk levesett. De blir assosiert med infeksjoner pa rgtter og blir ofte isolert
fra rhizosfaeren, men noen arter som P. pinifolia (Duran et al. 2008) og P. gemini (Man in "t Welt
2011), har blitt isolert fra naler og blader, men har ikke-caducouse sporangier og spres derfor ikke i
luft. En del arter har ikke blitt pavist som patogene og det antas at disse har med nedbryting av
dgdt organisk materiale a gjgre. Under favoriserende forhold kan arter som P. taxon Pgchlamydo og
P. gonapodyides opptre som trepatogener (Brasier et al. 1993). P. gonapodyides blir ofte pavist ved
baiting i vann (Brasier et al. 1993; Reeser et al. 2010) men blir relativ sjelden pavist som
plantepatogen i forhold til hvor ofte den blir funnet. Det blir derfor antatt at denne arten er mindre
aggressiv, men opptrer som aggressiv ved favoriserende forhold. Det er oppgitt at P. gonapodyides
kan forarsake stor skade pa fine rgtter i kastanje og noen isolater har moderat mulighet til &
angripe suberinisert bark fra disse artene, samt bgk. P. gonapodyides har veert isolert fra bgk bade
i Sgr-Tyskland og Storbritannia. I Tyskland og Sveits er den isolert fra lind (Tilia sp.), lgnn og bjgrk
(Jung et al. 2007). I Norge er den isolert fra barlind og graor (Herrero et al. 2011). [ "Phytophthora
diseases wordwide” (Erwin & Ribeiro 1996), er det oppgitt at P. gonapodyides har vertplanter i 13
slekter og 11 plantefamilier. En kjenner for lite til artens opptreden som plantepatogen i vate
miljger hvor den oftest blir isolert fra og flere undersgkelser ma til for a klarlegge dette (Hiiberli et

al. 2013; Reeser et al. 2010).

Det ble sekvensert et isolat fra en bgkestammemateriale som ble bestemt & veaere P. gonapodyides. |
avlgpet ved hovedporten, nedenfor bgka ble det isolert P. gonapodyides ved baiting. Disse to
isolatene hadde like DNA sekvenser og kan derfor ha samme opphav. Ogsa i den kunstige dammen
100 % sekvenslikhet som de to isolatene fra Byparken. Det er ukjent om byparken i Alesund og
damanlegget pa Aksla har felles tilknytning via avlgp eller drenering, men en mye brukt tursti
giennom Aksla ender i byparken i Alesund og gar rett forbi bgka og ned til avlgpet ved
hovedporten. Smitten kan dermed ha spredd seg med infisert jord pa fottgy.
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P. plurivora antas a ha sin opprinnelse i Europa og diversiteten blir beskrevet som moderat, men er
ikke geografisk spesifisert. Genflyten innen Europa ble vurdert som stor og genflyten til USA var
enveis, fra Europe til USA. P. plurivora er na etablert i USA og andre deler av verden (Schoebel et al.
2014). Plurivora er avledet fra pluri- som betyr mange og -vora som betyr fgde og henviser til de
mange vertplantene til P. plurivora (Erwin & Ribeiro 1996). Den har blitt isolert fra 45 arter av
treer i Europa og USA. I Norge er den tidligere blitt isolert fra bgk, spisslgnn (Talgg et al. 2009),
Rhododendron sp., leddved (Lonicera sp.) og sypress (Chamaecyparis lawsoniana) (Talgg et al.
2010) og fra baiting i vann bade i Bergen, Bryne og Stavanger (Talgg et al. 2012a). I "Fremmede
arter i Norge - med norsk Svarteliste 2012” er P. plurivora en av to Phytophthora-arter som er
nevnt, begge vurdert til "Sveert Hgy risiko”. Den andre Phytophthora- arten er

karanteneskadegjgreren P. ramorum (Gederaas et al. 2012; Lovdata 2014).

P. plurivora kan kun skilles fra den nzere slektningen P. citricola ved fylogeniske metoder, selv om
vekstratene er noe forskjellige er de morfologisk like. Vekstraten til P. plurivora pa V8 agar var
oppgitt til 8.0 til 8.4 mm pr. dggn ved 20°C, mens P. citricola hadde en vektrate pa vekstrate pa 6.9
til 7.0 mm pr. dggn. (Jung & Burgess 2009). | denne oppgaven ble ikke vekstraten til P. plurivora-
isolatene undersgkt. Den gjennomsnittlige stgrrelse pa oogoniene hos P. plurivora ble oppgitt til
28.5t£3.3 um og varierte fra 15-37.5 pum (Jung & Burgess 2009). I denne undersgkelsen var
gjennomsnittlig stgrrelse pa oogoniene 27.4 (n = 20) og varierte fra 25.5 pum til 29.3 pum. De
gjennomsnittlige malingene i denne undersgkelsen 13 litt under Jung & Burgess sine malinger, men
variasjonene i stgrrelse 1a innenfor det Jung & Burgess rapporterte i 2009. | kommentarene til M. B.
Brurberg i forbindelse med artsbestemmelsen av isolatene som inngar i denne undersgkelsen, ble
det informert om at DNA sekvensene var meget gode og de hadde opptil 100 % sekvenslikhet med
eksisterende DNA sekvenser i databasen, i tillegg dannet bade de sekvenserte og morfologisk
bestemte isolatene like oogonier i V8-agar. Antagelsen om at de morfologisk bestemte isolatene er

P. plurivora eller en annen art fra P. citricola-komlekset er derfor styrket.

P. riparia ble fgrste gang pavist i elvebreddeomradene i Alaska og Oregon (Reeser et al. 2010) og
beskrevet av Hansen (Hansen et al. 2012). Selv om P. riparia ble isolert flere ganger i Reezers
undersgkelse av elvene i Oregon og Alaska (Reeser et al. 2010), er det er ikke pavist at P. riparia er
plantepatogen (Hansen et al. 2012), men P. riparia er en relativ ny art og dermed ogsa lite
undersgkt. Det ble ikke funne rapporter om pavisning av P. riparia i Norge, sd det antas at den ikke
er pavist her fgr, men P. riparia har nylig blitt beskrevet og det kan veere at isolater som tidliger ble

bestemt til & P. gonapodyides er P. riparia.
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Phytophthora taxon Pgchlamydo er ogsa en art som er morfologisk lik P. gonapodyides (Brasier et
al. 2003; Reeser et al. 2010). Den danner store, sfeeriske, tynnveggede klamydosporer i gultrotagar,
seerlig ved hgye temperaturer og sfeeriske oppsvulminger i hyfene (Brasier et al. 1993), noe P.
gonapodyides ikke gjgr (Erwin & Ribeiro 1996). P. taxon Pgchlamydo ble opprinnelig beskrevet i
Storbritannia i 1982 i rgtter av Prunus, og har ogsd blitt isolert fra rgtter av Douglasgran
(Pseudotsuga menziesii) og fra stammemateriale av edelgran (Abies sp.) (Brasier et al. 1993; Brasier
etal. 2003). P. taxon Pgchlamydo har blitt pavist i flere verdensdeler etter dette, den er ogsa pavist i
Norge (Talgg et al. 2010).

Ved morfologisk utvelgelse av isolater fgr innsending til sekvensering ble isolatene sammenlignet
pa V8 og PDA. I etterkant av sekvenseringen ble derfor isolatene inokulert pa gulrotagar for a
fremme dannelsen av klamydosporer. Det var kun ett isolat (m) som dannet klamydosporer i
gulrotagar i tillegg til det sekvenserte isolatet (Isolatnr. 250 286), begge isolatene var fra Byparken
i Alesund. En kan derfor anta at de isolatene som ikke dannet klamydosporer er en annen
Phytophthora-art. Det ble ikke utfgrt ytterligere undersgkelser for a finne ut hvilken Phytophthora-

art disse isolatene tilhgrte.

P. cambivora er mest kjent for a forarsake "Ink disease” i kastanje i Storbritannia og USA (Vannini et
al. 2012), men er ogsa en alvorlig skadegjgrer pa frukttraer (Julis et al. 1978; Wicks 1988) og har
ellers verplanter i 30 slekter fordelt pa 19 familier. Pa kastanje vises symptomene langt nede
stammen, hvor eksudatet som kommer ut av stammen og rgttene kan farge jorden bldsvart. I
frukttreer (eple, kirsebeer, plomme, aprikos og fersken) er symptomene uklare, men ved langt
fremtreden sykdom far treet sma blader som kan vere klorotiske og hengene, treet slutter a vokse
fra terminale skudd og/eller dgr om varen uten forutgdende symptomer (Erwin & Ribeiro 1996). I
Norge har P. cambivora veert pavist flere ganger, i bgk i Larvik og Bergen (Talgg et al. 2009; Telfer
2013), i nobelgran (Abies procera) og fjelledelgran (A. lasiocarpa) (Talgg et al. 2006; Talgg et al.
2009). P. cambivora kan forveksles med P. cinnamomi ved morfologisk bestemmelse, men P.
cambivora produserer sjelden klamydosporer og har koralloide hyfer, ofte med irreguleer form,
men oppsvulminger i hyfene forekommer sjelden. P. cinnamomi danner lyst pigmenterte,
tynnveggede oppsvulminger i hyfene, samt klamydosporer. P. cinnamomi har blitt pavist i

potteplanter i veksthus og planteskoler i Norge (Herrero et al. 2011).
I denne oppgaven ble P. cambivora (Isolatnr. 250 312) pavist i stammemateriale fra blodbgk i

Brusdalshagen i Alesund. Blodbgka hadde typiske symptom pa Phytophthora-angrep, med

blgdende sar pa stammen, ogsa langt nede pa stammen, men jorden var ikke misfarget av eksudat.
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Det ble ogsa tatt en jordprgve under et av de laveste blgdende sarene, men det lykkes ikke a isolere

Phytophthora fra jordprgven.

Dette isolatet P. cambivora dannet oogonier i gulrotagar med krysningstype A;av Phytophthora
cryptogea, men ikke med krysningtype Aj, eller i gulrotagar uten bruk av krysninsgtyper. Dette
tyder pa at isolatet er heterotallisk, av krysningstype Ai;. Oogoniene som ble malt i denne
undersgkelsen var varierte fra 24.9 til 36.8 pm. Stgrrelsene pa oogoniene oppgitt i Q-bank (Q-bank
2014) er (17.02) 30.26 til 52.48 (53.35) um. En ser at malingene i denne undersgkelsen ligger i
nedre del av spekteret. [ denne oppgaven var gjennomsnittlig stgrrelse pa antheridiene 16.3 x 18.4
pm (n = 12). Stgrrelsene for antheridier som er oppgitt i Q-banken var (10.19) 16.3 til 49.2 (63.2)
pm. Ogsd her ser en at malingene i denne undersgkelsen ligger i nedre del av spekteret, men

innenfor de verdiene som er oppgitt.

Phytophthora. sp. @rsta har mange likhetstrekk med P. ramorum og P. lateralis, men har lavere
optimumstemperatur (omlag 15°C) og lavere radial vekstrate ved 20°C, tynnere hyfer og har ikke
samme evne til & danne klamydosporer i flere agartyper. Phytophthora. sp. @rsta har ogsa lavere
lengde/breddeforhold pa sporangiene enn de to andre. Det ser ogsa ut til at oogoniene er stgrre hos
Phytophthora. sp. @rsta enn hos P. ramorum og P. lateralis. Phytophthora. sp. @rsta har paragyne
antheridier som P. lateralis (Erwin & Ribeiro 1996), men produserer oogonier kun i selve
gulrotbitene i agaren, som P. ramorum (Werres et al. 2001). P. ramorum er heterotallisk, mens P.
lateralis er homotallisk, men det er vanskelig a fa P. lateralis til & danne oogonier i agar, selv ikke
med andre arter som krysningstyper, men danner rikelig med klamydosporer (Ersek & Ribeiro
2010; Tucker & Milbrath 1942). Hos Phytophthora. sp. @rsta ble det ikke observert klamydosporer,
men rikelig med oogonier ble produsert i gulrotagar podet med isolatet av Phytophthora. sp. @rsta
og i gulrotagar ved poding med bade krysningstype A: og krysningstype A fra P. cryptogea. Arten

ble derfor vurdert til & vaere homotallisk.

P. lateralis er P. ramorums naermeste slektning (Werres et al. 2001) og videre undersgkelser ma til
for & bestemme slektskapet mellom Phytophthora. sp. @rsta og P. lateralis og P. ramorum. Siden
Phytophthora. sp. @rsta ble funnet ved baiting og ikke ved isolering fra infisert plantemateriale vet
en ikke noe om hvilken vertplanter den eventuelt kan angripe. Siden arten ikke har veert beskrevet

for, er dette mest sannsynlig ikke en vanlig art av Phytophthora.

Pa et tidspunkt var en ngdt til & velge ut isolater som skulle sekvenseres. En enkel morfologiske
undersgkelse som var grunnlaget for utvelgelsen, er ikke nok for & kunne hevde at artene bestemt

ved morfologi er sikre pavisninger. Bare molekylere metoder gir sikre nok svar til & hevde funnene
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og det er sdledes kun de sekvenserte artene som er sikre pavisninger. Isolatene er oppbevart hos

Bioforsk, As og kan eventuelt sekvenseres senere.

Funnene som ble gjort i denne kartleggingen skal inngd i videre publisering av Phytophthora-
situasjonen i Norge. Spesielt skal det legges vekt pa beskrivelse av den nye arten, Phytophthora sp.
@rsta. Baiting vil igjen bli utfgrt pa funnstedet og det skal undersgkes ngye med tanke pa

potensielle vertplanter.
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Oversiktskart over uttakssteder i Ulsteinvik. De bld runde prikkene angir uttakstedene.
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Oversiktskart over uttakstedene i Fosnavag. De bld runde prikkene angir uttakstene.
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