Frugttre-vira inaktiveret ved termoterapi

Ved Arne Thomsen

811, beretning fra Statens Forsegsvirksomhed i Plantekultur

Nzrvaerende beretning omhandler undersogelser og forseg, der siden 1954 har vaeret udfert med henblik pa
inaktivering af forskellige frugttrevira. Arbejdet er planlagt og udfert af den virologiske afdeling pd Statens

plantepatologiske Forsog.
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1. Indledning treer angrebet af viroserne »sméferskner«

Varmebehandlinger af virusangrebne frugttraer
har veret kendt siden Kunkel i 1935 og 1936
berettede om heldigt udfgrte amerikanske for-
spgg (10-11) med ferskentraeer angrebet af virus-
sygdommen fersken-gulsot. Ved disse forsgg
blev pottede ferskentreeer med angreb af den
pagzldende sygdom anbragt ved en temperatur
som varierede mellem 34,4 og 36,3°C og hel-
bredelse blev opnéet efter 2 ugers forlgb. Fer-
skentreeer 1 hvileperioden angrebet af fersken-
gulsot — samt podekviste fra sddanne planter —
kunne ligeledes helbredes ved 10 min. ned-
senkning i 50°C varmt vand. Desuden viste re-
sultaterne fra de tidligere amerikanske forsgg,
at varmebehandlinger kunne helbrede fersken-

10 TfP

(Little peach), »rgd fure« (Red suture) og »fer-
skenroset« (Peach rosette).

Sk¢nt Kunkel opnaede sardeles gunstige re-
sultater, gik der adskillige ar, fgr termoterapien
fik praktisk betydning ved bekempelse af frugt-
treernes virussygdomme. Den almindelige op-
fattelse var, at virussygdomme hos planter var
uhelbredelige. Varmebehandlinger af virusan-
grebne sukkerrgrsstiklinger fandt dog sted, men
blev betragtet som undtagelsestilfzlde.

Ved amerikanske forsgg lykkedes det senere
at befri Vinca sp. og Nicotiana rustica for As-
ter-gulsot-virus samt Vinca sp. og kartoffel-
knolde for heksekost-virus (Potato witches
broom virus).
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Efter adskillige ar uden egentlig aktivitet pa
det termoterapeutiske omride lykkedes det
Kassanis (1949) pad Rothamsted forsggsstation
i England at inaktivere kartoffel-bladrulle-virus
ved anvendelse af varmluftbehandlinger
(37,5°C 1 25 dggn) (4). Kassanis m. fl. viste
snart efter, at andre vira kunne inaktiviseres
(5) ved tilsvarende behandlinger.

Den anvendte teknik — varmluftbehandling
af virusangrebne planter i lengere tid — er
senere taget i brug verden over, og talrige vel-
lykkede varmebehandlinger er gennemfgrt med
en lang rakke vira hos mange forskellige plan-
tearter. I Danmark er der ved Statens plante-
patologiske Forsgg i arene 1954, 1955 og 1956
siledes foretaget omfattende termoterapeutiske
forsgg med aspermi-virus hos chrysanthemum,
og resultaterne derfra viste (9), at den bedste
arstid for behandling var april-maj, og den mest
hensigtsmaessige temperatur 37-38°C, uagtet
helbredelse var opnaet ved 32°. I nogle tilfelde
blev det pageldende virus inaktiveret efter kun
14 dggns behandling, men sikrere resultater op-
naedes ved behandlinger med en varighed pa
32 dggn og derover.

Det konkluderedes, at smé planter var lette-
re at helbrede end store planter, hos hvilke der
ofte kun har vearet tale om partiel helbredelse.
Hos sidanne partielt helbredte planter har af-
skarne topstiklinger i de fleste tilfeelde varet
virusfrie.

Hos virusangrebne planter, hvor termoterapi
ikke virker, er det i adskillige tilfelde lykkedes
at fremskaffe virusfrie planter ved anvendelse
af meristemkulturer. Morel og Martin viste i
1952, at det apikale meristem fra virusinficere-
de Dahlia var virusfrit, og at der ved dyrkning
af det afskarne meristem under aseptiske for-
hold kunne fremskaffes en virusfri plante (12).
Hidtil har meristemkulturer dog ikke veret an-
vendt i stgrre omfang ved fremskaffelse af vi-
rusfrie frugttreeer. De bedste resultater er hid-
til opniet ved, at man fra varmebehandlede
treer har udtaget sma urteagtige skudspidser,
som er podet og opformeret pa virusfrie grund-
stammer (tipkulturer).

Termoterapeutiske forsgg med virusangrebne
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frugttreeer har siden 1954 vearet udfgrt ved
Statens plantepatologiske Forspg, og positive
resultater er opndet med fglgende viroser hos
®bletreer: gummived, mosaik, grubet ved, klo-
rotiske bladpletter og epinasti samt endvidere
med pareviroserne: nervekiorose og ringmo-
saik.

I1. Forsegsmateriale og metodik
Plantematerialet, som er anvendt ved de termo-
terapeutiske forsgg, hidhgrer fra m=ble- og
paretrzer med kendte virusangreb.

De enkelte planter er inden behandlingernes
pabegyndelse rodfastet i store potter med god
og nzringsrig jord. Der er bade fgr og under
behandlingerne sgrget for rigelig neeringstilf@r-
sel. Alle behandlinger er gennemfgrt 1 et varme-
rum med 16 m® rumvolumen og et gulvareal
pa 6 m2

For at sikre vafhzengighed af sollys og dets
indflydelse pid rumtemperaturen, er der ude-
lukkende anvendt kunstige lyskilder. Ved kon-
stant belysning med 24 stk. 60 watt lysstofrgr
er der givet planterne tilstraekkeligt lys til god
vakst. Lysintensiteten (40 cm over gulvplanet)
har ifglge udf@rte malinger veret mellem 3550
og 5250 lux. Ventilationen er foretaget ved
hjelp af gennemstrgmmende varm luft.

Temperaturen er reguleret ved hjzlp af kon-
takttermometre i forbindelse med varmetrads-
releer til 37°C * 1°C.

Fgr, under og efter behandlingen er der af
forsggsplanterne udtaget formeringsmateriale,
som er podet pa virusfrie grundstammer.

Et omfattende registrerings- og testningsar-
bejde er udfgrt, og alle trazerne er sa vidt ggr-
ligt unders@gt flere gange ved testning til indi-
katorplanter, hvilket har medfgrt et meget stort
forbrug af plantemateriale.

Selve testningsarbejdet er foretaget efter in-
ternationalt anerkendte metoder; disse gir i
princippet ud pa at overfgre smitstof fra plan-
ter, som skal undersgges (ved podning eller
okulation) til fglsomme indikatorplanter, som i
tilfeelde af virusinfektion reagerer med karakte-
ristiske symptomer.



Til naervarende arbejde er anvendt fglgende
indikatorer:

Vertplante og sygdom Virus indikator

Able
Gummived Lord Lambourne
Mosaik Jonathan
Grubet ved Virginia Crab K.6.
Klorotisk bladplet Russisk &bleklon R.12740-
7A, Spy 227
Epinasti Spy 227.
Pere
Nerveklorose Comice, Beurré Hardy
Ringmosaik Spy 227, Beurré Hardy

II1. Resultater

1. Inaktivering af gummived-virus hos wbletreer
Et 6 &r gammelt Lord Lambourne-trae angrebet
af gummived blev i 1963 med klump anbragt
i en potte med henblik pd termoterapeutisk

37°C og tipkulturer etableredes efter 35, 36,
73 og 82 dggns forlgb.

Efter varmebehandlingens afslutning blev ba-
de kontroltreer og tipkulturer udplantet pa
friland i maj maned 1964, Kontroltreeerne mal-
te ved udplantningen 10-15 cm og tipkulturer-
ne var 0,5 til 1,5 cm lange.

Tabel 1 viser varmebehandlingens indflydelse
pa symptomer og vaekst. I sommeren 1964
fandt der praktisk taget ingen veekst sted hos
tipkulturerne, og disse malte gennemsnitlig un-
der 5 cm i efterret 1964. Den registrerede
vekst har slledes i overvejende grad fundet
sted i sommeren 1965.

Ved 37°C i 82 dggn er der, som det frem-
gér af tabellen, opnéet en kraftig vakststimu-
lering.

Tabel 2 viser resultater fra en undersggelse
udfgrt i april 1966, hvor de pageldende treer

Varmebehandling af gummived-angrebne Lord Lambourne

(Symptomer og vekst)

Tabel 1.

Antal podninger

Behandling udfert levende
1964 1965

Ingen (kontrol).......... 20 20
35 dagn ved 37°C . ...... 12 10
36 dagn ved 37°C ....... 9
73 degn ved 37°C . ...... 9 8
82 degnved 37°C . ...... 10 5

forsgg. Af traeets krone blev der den 30. januar
1964 afskdret podekviste, hvoraf der blev til-
trukket 20 treer pad vildstamme. Modertreet
blev den 3. februar indsat i termorum ved

Gummived Traehgjde i cm malt i nov. 1965

symptomer  hejeste laveste gens.
1965
kraftige 77 20 57
kraftige 84 25 57
kraftige 56 37 54
svage 107 22 62
ingen 127 60 89

er undersggt dels ved bgjningsmetoden (udfgrt
pd friland) og dels ved floroglucinsaltsyre-
metoden (udfgrt i laboratoriet).

De to metoder viser god overensstemmelse,

Tabel 2. Varmebehandlingens indflydelse pd gummived-viruset hos Lord Lambourne
(Symptomregistrering og floroglucinpreve)

Antal planter

Gummived-symptomer

Antal reaktioner ved floro-

Behandling undersggt 1966 hos antal planter glucinpreve
kraftige svage ingen 1 2 3 4 5
Ingen (kontrol)............... 20 20 12 7 1
35degnved 37°C . ........... 8 2 6 1 1 (3
36 degn ved 37°C . ........... 7 2 5 2 5
73 dogn ved 37°C . ........... 8 8 8
82 dognved 37°C . ........... 5 5 5

1, 2, 3, 4 og 5 angiver farvestyrken fremkaldt af floroglucinsaltsyre.
Floroglucinsaltsyre farver lignin redt. Lignin-fattige omrader (gummived) farves ikke. Den merkeste farve er

anfert som 5.

10*
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og der er fremskaffet planter uden gummived
ved alle behandlinger. ,

De bedste resultater er dog opnéet efter 82
dggn i varmerum, hvor alle tiltrukne planter
blev helbredt for sygdommen.

Ved gennemgang af de behandlede traer i
oktober 1967 (d.v.s. fire vekstsesoner efter
behandlingen) var disse stadig uden gummived-
symptomer. :

2. Inaktivering af mosaik-virus hos wbletreer

Forsgg med varmebehandling af mosaik-virus
hos @bletreer blev indledt i august 1954, hvor
okulationskviste fra et angrebet Cox’s Orange-
tre blev opvarmet i vandbad til 50°C. Be-
handlingstiden varierede fra 30 sek. til 30 min.

Forsatte forspg med varmtvandsbehandling
af mosaikangrebne ®bletrzer, som blev pabe-
gyndt i 1955 og 1956 gav ligeledes negative re-
sultater. -

I april 1955 pabegyndte man péa Statens
plantepatologiske Forsgg varmluftbehandling af
etdrige mosaikangrebne abletrzzer af sorten
Cox’s Orange.

Disse blev placeret i varmerum med luft-
temperaturer pd 37° og 39°C, hvorfra de blev
taget ud i hold pa 5 planter efter henholdsvis
15, 25 og 50 dggns forlgb. De pagzldende
treeer var tiltrukket og rodfwstet i 6”-poiter.

Efter varmebehandlingens afslutning blev de
24 overlevende treeer udplantet pa friland, hvor
alle viste mosaiksymptomer i 1956 og 1957.

Tabel 3. Varmtvandsbehandling af okulationskviste inficeret med ®ble-mosaik-virus.

Tilvekst af okulanter 1955-56

Behandlingstid
(ved 50°C) 1 2

= okulationen sldet an.

Fra hvert forsggsled blev der af de behand-
lede kviste okuleret 5 @gjne pa virusfrie xble-
grundstammer.

Resultaterne fra dette forsgg fremgar af ta-
bel 3, som viser, at okulationskvistene har
talt opvarmning pd 50°C i 22 min. og vzret
i stand til at vokse derefter, endvidere at smit-
teoverfgring har fundet sted fra okulations-
kviste, som er behandlet i kortere eller lengere
tid ved samme temperatur, ogsa i tilfelde, hvor
knopperne ikke overlevede behandlingen. 5
‘min. opvarmning ved 50°C har saledes ikke
veeret i stand til at inaktivere blemosaik-virus.
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Able-mosaik-symptomer pa

okulant nr. grundstamme nr.
5 1955-56 1955-56
— 1—3 1—3—4-—-5
+ 1—3-—5 1—2—3—4—5
— 4 1—3—4—5
— 1—3—4 1—2—3—4—5
— 1—2—3—5
— 1—2

+ 1—2—3 4.5 1—2—3—4—35

Tilsvarende varmebehandlinger af mosaik-
angrebne @bletreer er siden gennemfgrt, og
selv om nyvaksten, som fremkom under og
umiddelbart efter varmebehandlingen, altid var

Tabel 4. Antal levende @bletrzer efter varme-
behandling

(5 mosaikangrebne Cox’s Orange pr. forsggsled)

Temperatur  Behandlingens varighed
idogn
15 25 50
37°C....... 5 5 4
39°C....... 5 5 0



symptomlgs, var resultaterne stadig negative,
idet ingen varig inaktivering af mosaik-viruset
blev opnéet.

For at undersgge muligheden for' inaktive-
ring af mosaik-virus i okulationsgjne fra lang-
tidsvarmebehandlede @bletrzer, blev 10 an-
grebne etarige treer af sorten Laxtons Superb
behandlet ved 37°C i 45 dggn. Behandlingerne
fandt sted i 1955, og umiddelbart efter behand-
lingens afslutning den 15, juli, blev materiale
fra 9 overlevende trmer okuleret pi able-
vildstammer.,

Resultaterne fra dette forsgg fremgar af ta-
bel 5, som bl.a. viser, at der i 1955 blev fore-
taget 39 okulationer, hvoraf 16 okulanter le-
vede i 1956 og udviklede sig som symptomlgse
planter. I 1957 var kun 7 af de samme planter
uden mosaik-symptomer.

Verificering ved testning til indikatorsorten
Jonathan i 1958 og 1959 viste, at de 7 plan-
ter var sunde, hvilket sandsynligggr, at mosaik-
viruset er inaktiveret ved varmebehandlingen i
1955.

Tabel 5. Inaktivering af mosaik-virus i okulatuonsgjne

Laxtons Superb Antal okulanter Planter med
tre nr. okuleret levende mosaik
1955 1956 1956 1957
1 ..., 1 1 0/1 0/1
2 4 4 0/4  1/4
3o 5 2 0/2 2/2
4 ... 8 0
5 i, 8 1 0/1 0/1
6 ..., 5 3 0/3 33
7o 2 2 0/2 0/2
8 .. 4 3 0/3 373
9 2 0
10.......... 0 0
"Tealler = antal planter med mosaik-symptomer
Navner= “  undersogt

De hidtil bedste resultater med inaktivering
af @ble-mosaik-virus er opndet ved en kombi-
nation af varmebehandling og anvendelse af
tipkulturer.

I tabel 6 vises resultater fra behandlinger ud-
fort ved 37°C. i foraret 1964 med 10 mosaik-
angrebne Ingrid Marie-treer.

De péageldende treer blev alle tiltrukket i
10 liter plasticspande med neringsrig jord, og
ved okulation blev trazerne som etirige i august
1962 smittet med able-mosaik-virus. Alle
traeer viste i sommeren 1963 tydelige mosaik-
symptomer,

Fra hvert tre blev der den 15. februar 1964
udfgrt kontrolpodninger, og varmebehandlin-
gen af de 10 treer blev herefter indledt. Tip-
kulturer blev etableret efter 20, 30 og 40 dggns
varmebehandlinger.

Tabel 6. Varmebehandling af mosaik-angrebne
&bletreer (Ingrid Marie)

Antal planter
m. mosaik-
virus ifelge

testning 1965-67
Kontrolpodninger af de ubehandlede

Materiale hidrerende fra forseg
pabegyndt i 1964

moderplanter .................. 10/10
Varmebehandlede moderplanter . ... 10/10
Tipkulturer tiltrukket efter 20 degn

ved 37°C ... 5/30
Tipkulturer tiltrukket efter 30 degn

ved 37°C ... 0/27
Tipkulturer tiltrukket efter 40 degn

ved 37°C ... ... i, 1/15
Taller = antal planter med mosaik

Nevner = antal planter undersogt

Alle 92 planter, som er omtalt i tabel 6, er
undersggt ved testning til indikatorsorten Jo-
nathan, hvorved der blev fundet mosaik hos
alle kontrol- og moderplanter, mens der kun
blev konstateret mosaik-forekomster hos 6 af
72 undersggte tipkulturer.

Endnu ikke afsluttede forsgg tyder staerkt
pé, at moderplanternes vakstkraft under var-
mebehandlingen er af overordentlig stor betyd-
ning for opndelse af et gunstigt resultat. Der
bgr utvivisomt ved fremtidige behandlinger til-
streebes s& god en forbehandling af planterne
som muligt.

3. Inaktivering af gruber ved-virus hos mbletreer
Den 9. februar 1963 blev 5 xbletreer med in-
fektion af grubet ved-virus anbragt i varmerum
ved 37°C. Fra de pagzldende traer var der i
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forvejen skaret podekviste til tiltrekning af
ubehandlede kontroltreer.

Varmebehandlingen fandt sted pa sedvanlig
made, idet der efter visse intervaller blev udta-
get formeringsmateriale til fremstilling af tip-
kulturer.

T juni maned 1963 — efter behandlingernes
afslutning — blev sivel kontrolplanter som tip-
kulturer udplantet pa friland, hvor f@rstnavnte
straks kom i vakst, hvorimod tipkulturerne ik-
ke voksede navneveerdigt i udplantningsaret.
Vaxksten var god hos begge kategorier i de
fglgende ar.

For at undersgge varmebehandlingens ind-
flydelse pad sygdommen, blev der i august 1965
af samtlige forsggsplanter udtaget materiale

Tabel 7. Termoterapeutiske forseg med forskellige
&blesorter, inficeret med grubet ved-virus

Resultat
Materiale fra forspg pabegyndt 1963 fra test-
Sort Behandling ning 1965-
67
Bodil K ingen 4/
Neergaard T 35 dagn ved 37°C 5/7
T 79 “ = 37°C 0/3
T 108 *“ *« 37°C 0/1
Bramley K ingen 4/4
Seedling T 33 degn ved 37°C 1/1
T 66 “ “ 37°C 0/1
T 79 * = 37°C 0/3
T 118 «“ * 37°C 0/4
Guldborg K ingen 4/4
T 33 dogn ved 37°C 1/1
T 66 “ *“ 37°C 0/1
T 79 “ “ 37°C 0/3
T 118 « “ 37°C 0/4
Graasten K ingen 4/4
T 33 deogn ved 37°C 2/2
T 66 “ “ 37°C 2/2
T 79 “ © 37°C 1/1
Ingrid Marie K ingen 4/4
T 33 dogn ved 37°C 1/2
T 66 “ “ 371°C  2/3
T 79 “ “ 37°C 1/5
T117 “ “ 37°C 0/1

K = kontrolplanter tiltrukket pa ®blevildstammer
T = tipkulturer tiltrukket pa ®blevildstammer
Teller = antal planter med grubet ved

Navner = antal planter undersogt

146

som inokuleredes til planter af indikatorsorten-
Virginia Crab K6,

Resultaterne fra dette testningsarbejde frem-
gar af tabel 7, som viser, at alle kontrolplanter-
ne var angrebet af sygdommen, og at der er
opnaet positive resultater hos treeer af fire able-
sorter. Ved varmebehandling i 33 dggn er der
hos sorterne Bodil Neergaard og Ingrid Marie
opniet henholdsvis 1 og 2 sunde planter. Efter
behandlinger af leengere varighed er alle plan-
ter sunde hos sorterne Bodil Neergaard, Bram-
ley Seedling og Guldborg, mens der efter 66
og 79 deégns bebhandlingstid af Ingrid Marie
forekom bade sunde og syge planter.

Hos Graasten er der ikke opnéet inaktivering
af viruset, idet alle behandlede planter stadig
var inficeret.

De opnéede resultater mé tages med et vist
forbehold, idet kun 2 &r er hengéet siden test-
ningens pabegyndelse.

Forsggene indicerer imidlertid, at varmebe-
handling ved 37°C har indflydelse pa sygdom-
men »grubet ved« og at det forirsagende virus
formentlig er inaktiveret.

4. Inaktivering af klorotisk bladplet-virus hos
a@bletreer

Malus Platycarpa er fglsom over for klorotisk
bladplet-virus og viser i tilfelde af infektion
typiske virussymptomer pa bladene, og infice-
rede planter af denne art blev derfor anvendt
til de indledende termoterapeutiske forsgg med
det pagezldende virus.

Den 8. januar 1963 blev 8 todrige planter
(inficeret med klorotisk bladplet-virus) indsat i
termorum ved 37°C lufttemperatur.

Efter henholdsvis 3 og 6 ugers behandling,
blev der udtaget formeringsmateriale til frem-
stilling af tipkulturer. Disse blev sammen med
deres respektive moderplanter udplantet i maj
maned pa friland til observation for symptom-
forekomster. :

Ved symptomregistreringerne, som blev fore-
taget i perioden 1963-65, viste det sig, at samt-
lige behandlede moderplanter havde virussymp-
tomer, hvorimod der blandt tipkulturerne, der
blev etableret efter 3 og 6 ugers varmebehand-



ling, var henholdsvis 36 og 74 pct. symptom-
lgse planter. ’ -

Der er ikke — efter forsggets afslutning —
foretaget nogen egentlig testning af de symp-
tomlgse planter, men resultaterne fra de nevn-
te symptomregistreringer peger pé, at der hos
angrebne Malus Platycarpa er opniet positive
resultater med termoterapi, nir denne blev
kombineret med tipkulturer.

I 1963 blev der pabegyndt termoterapeutiske
forspg med @blegrundstammen A2, inficeret
med klorotisk bladplet-virus. Fra 10 planter af
navnte grundstamme blev der fgr, under og
efter behandlingen udtaget formeringsmateriale.
Endvidere blev de udtagne tipkulturer under-
spgt for virusinfektion. Ved disse testninger er
to indikatorer anvendt, nemlig Spy 227 og
R 12740-7A (2 X 3 planter pr. prgve). v

Resultaterne fra disse forsgg er vist i tabel
8. Det ses her, at moderplanterne var inficeret
for behandlingen, og en varig helbredelse ikke
har fundet sted. Derimod er de fleste tipkul-
turer sunde, idet der blandt dem, som er til-
trukket efter 34 og 86 dggn ved 37°C, kun er
henholdsvis 3 og 1 af 15 planter med angreb
af klorotisk bladplet-virus.

Tabel 8. Termoterdpeutiske forsgg med able-
stammen A2 med klorotiske bladplet-virus
Resultat fra
Materiale fra forsgg pabegyndti 1963 testning 1967

Kontrolpodninger af de ubehandlede

moderplanter .............c..... 10/10
Varmebehandlede moderplanter .. ... 10/10
Tipkulturer tiltrukket efter 34 degn ved

370 e e 3/15
Tipkulturer tiltrukket efter 86 degn ved

K A 1/15
Teller = antal planter m. klorotisk bladplet-virus

Navner = antal planter

I 1964 pabegyndtes en ny serie termotera-
peutiske forsgg omfattende 11 angrebne sorter.
Fra disse blev der udtaget formeringsmateriale
fér, under og efter behandlingen.

Resultaterne fra disse forsgg er anfert i tabel
9. Det fremgér, at moderplanterne var infice-
ret fgr behandlingen, og at en varig helbredelse

af disse kun har fundet sted i fa tilfelde. Der-
imod var de fleste tipkulturer sunde. De bed-
ste resultater er opniet efter mindst 20 dggns
behandlingstid.

Det fremgir igvrigt, at selv langvarige var-
mebehandlinger ikke altid sikrer totalt virusfrie
planter, hvorfor testninger er ngdvendige i
hvert tilfelde.

Ved nzvnte forsgg er klorotisk bladplet-virus
inaktiveret hos fglgende ablesorter: Belle de
Boskoop, Cortland, Cox’s Orange, Golden De-
licious, James Grieve, Jonathan, Mclntosh,
‘Schneiderapfel, Spartan, Stark Earliest og
Transparente blanche.

Tabel 9. Termoterapeutiske forsgg med forskellige
xbletrazer, inficeret med klorotisk bladplet-virus (Spy
227 som indikator)

Materiale fra forsag pidbegyndt Resultat fra

i 1964 testning 1967

Kontrolplanter fra ubehandlede mo-

derplanter ..................... 54/54
Varmebehandlede moderplanter . ... 18/22
T 14degnved 37°C............. 6/27
T 20 « « e 2/18
T 29 « = PN 2/18
T 30 “ o« ... " 1/8
T 64 « “ PN 0/3
T 65 « « . 0/17
T 71 ” “ RN 0/7
T 72 ¢ € s . 0/6
T 83 « « e 1/13
T 84 « « E PP 1/15
T 85 « « e e 0/12
T 8 “ PR 0/2
T 92 « =« e 0/18
T 93 « « N 0/13
TI106 “ = i e 0/15
T 108 « « R 1/18
T117 <« =« e 0/13

T = tipkulturer tiltrukket pa vildstammer
Taller = antal planter med klorotiske bladpletter
Nzavner = antal undersggte planter

5. Inaktivering af epinasti-virus hos ebtetreer
Ved danske undersggelser er det hidtil ikke
lykkedes at finde planter med infektion af
epinasti-virus, uden at disse treer samtidig var
inficeret- med klorotisk bladplet-virus.
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Desuagtet er der ved termoterapeutiske for-
sgg, som blev iverksat i februar 1964, opniet
verdifulde oplysninger om mulighederne for
inaktivering af fgrstnavnte virus. Tabel 10 og
11 viser resultater, som er opniet ved varme-
behandling og etablering af tipkulturer fra for-
skellige abletreeer inficeret med klorotisk blad-
plet-virus og i nogle tilfzlde tillige med epina-
sti-virus.

I tabel 10, hvor resultater fra forsgg med
®blesorten Belle de Boskoop er vist, ses, at
treerne nr. 1, 2, 4 og 5 fg¢r behandlingen var
inficeret med klorotisk bladplet-virus, og at
treerne nr. 1 og 2 tillige var inficeret med
epinasti-virus. Testningsresultater fra tra nr. 3
fgr behandlingen foreligger ikke, men sandsyn-
ligvis har dette tre ligesom de gvrige indeholdt
klorotisk bladplet-virus udover epinasti-virus.

Hos langt de fleste tipkulturer er der opniet
inaktivering af klorotisk bladplet-virus — béde

Tabel 10. Termoterapeutiske forsgg med Belle de
Boskoop, inficeret med klorotisk bladplet-virus og
epinasti-virus

Materiale fra forseg pabe- Virusinfektion iflg.

gyndt 1964 testning 1967
tra nr. behandling klorotiske epinasti
(klon) bladpletter

1 K ingen 1/1 1/1

T 14 degn ved 37°C 1/8 4/8

T65 « « “ 0/5 2/5

2 K ingen 3/3 3/3
T 14 degn ved 37°C 0/4 4/4
Te6es = = « 0/2 0/2
3 K ingen ? ?
T 14 degn ved 37°C 0/3 3/3
Teées =« « “ 0/3 1/3
4 K ingen 1/1 0/1
T 14 degn ved 37°C 0/1 0/1
Te65 « « « 0/1 0/1
5 K ingen 3,3 0/3
T 14 degn ved 37°C 1/2 0/2
T65 <« « 0/3 0/3

K = kontrolplanter tiltrukket p& @blevildstammer
T = tipkulturer

Tezlier —= antal planter med virusinfektion
Navner = “ “  underspgt
? = kontrolplanter dgde 1967 (ingen unders.)

148

Tabel 11. Termoterapeutiske forseg m. James Grieve,
inficeret med klorotisk bladplet-virus og epinasti-

virus
Materiale fra. forseg pébe- Virusinfektion iflg.
gyndt 1964 testning 1967
tra nr. behandling klorotiske epinasti
(klon) bladpletter
1 K ingen 1/1 111
T 14 degn ved 37°C 0/3 3/3
T28 * “ “ 0/3 1/3
T32 « = = 0/4 0/4
2 K ingen 2/2 2/2
T 14 degn ved 37°C 1/4 4/4
T28 « * o« 1/6 4/6
T32 *« - « 0/3 2/3
3 K ingen 4/4 0/4
T 14 degn ved 37°C  2/7 0/7
T 28 « = 1/5 0/5
T32 * = = 0/2 0/2.
4 K ingen 3/3 0/3
T 14 degn ved 37°C 0/3 0/3
T28 * « = 0/3 0/3
T32 « « « 0/3 0/3°
K = kontrolplanter tiltrukket pd @blevildstammer

T = tipkulturer
Tezller = antal planter med virusinfektion
Nazvner = antal planter undersogt

hvor dette virus har optradt alene, og hvor det
har optradt sammen med epinasti-virus.

Det fremgér, at epinasti-virus inaktiveres
vanskeligere end klorotisk bladplet-virus, idet
positive resultater fgrst opnas efter langere
tids varmebehandling.

Tabel 11 omhandler resultater fra varmebe-
handling af klorotisk bladplet-virus og epinasti-
virus hos forskellige treer af sorten James
Grieve og bekrefter resultaterne (tabel 10), der
er opnaet ved behandling af Belle de Boskoop.

6. Inaktivering af nerveklorose-virus hos peretreer
Ved termoterapeutiske forsgg er det lykkedes at
helbrede flere paresorter, angrebet af nerve-
klorose-virus,

De fgrste forsgg blev pabegyndt i 1959,
hvor materiale af sorten Clara Frijs blev hel-
bredt. Okulationsgjne som hidhgrte fra lang-
tidsvarmebehandlede trzer blev okuleret pa
sunde parevildstammer. Af 30 okulationsgjne,



Fig. 1. Skudspidser af varmebe-
handlet xbletrze.
Terminal growths from heattreated
appletree.

Foto J. B.

Fig. 2. T.v.: Etdrig tippodning,
T. h.: Nyetableret tippodning.
Left: One year old tipgraft. Right:
Neowly established tip graft.

Foto J. B.



Fig. 3. Virginia Crab K. 6. med
infektion af grubet ved-virus —
blotlegning af ved.
Virginia Crab K. 6. infected with
stem pitting virus — exposure of
wood.

Foto J. B.

Fig. 4. Testning af Grasten for epi-

nasti-virus. Bemark kraftig reaktion

hos Spy 227.

Testing of Gravensiein for epinasty

virus using Spy 227 as indicator.

Note severe reaction in Spy 227.
Folo J. B.



Fig. 5. Til venstre: Blad af Malus
Platycarpa med infektion af kloro-
tisk bladplet-virus. Til hajre: Den
samme sort inficerct med ®ble mo-
saik virus. Dect gverste blad sundt.
Left:: Leaf of Malus Platycarga
infected with chlorotich lcaf spot
virus. Right: Leaf infected with
apple mosaic virus. The upper leaf
healty control.

Foto J. B.

Fig. 6. Testning for klorotisk blad-
plet-virus ved anvendelse af russisk
frgplante R. 12740-7A som indika-
tor.

(Plantenumre fra venstre til hajre).

1 og 4. Testning af moderplanter
far og cfter varmebehand-
ling.

2 og 3. Testning af tipkulturer fra
varmebehandlede moder-
planter.

Testing for chlorotic leaf spot virus

using russian scedling R. 12740-7A

as indicator

(number of plants from left to right).

1and 4. Testing of motherplant
beforc and after hcattreat-
memt.

2 and 3. Testing of tipculture from
heattreated motherplant.

Foot J. B.



Tabel 12. Termoterapeutiske forseg med forskellige
paresorter, inficeret med: nerveklorose-virus (Beurré
Hardy som indikator)

‘ ‘ Resultat
Materiale fra forseg pabegyndt i 1965 af

sort behandling testning

1966-67
Clapps Favorite .... K ingen 3/3
- “ .... T 31 degnved 37°C 0/6
Coloree de Juillet... K ingen 3/3
“ w o« ... T 31 dogn ved 37°C ~ 4/4
Herrepare ......... K ingen 3/3
L, T 31 dogn ved 37°C  0/4
Beurré Giffard ..... K ingen 3/3

““ “

..... T 31 degn ved 37°C  2/5

K = kontrolplanter tiltrukket pi pzrevildstammer
T = tipkulturer tiltrukket pa perevildstammer
Teller = antal planter med nerveklorose-virus

N@vner = antal planter undersogt

som stammede fra treeer, der var behandlet ved
37°C'i 30 dggn, blev der tiltrukket i alt 21
sunde traer.

Behandlinger ved nedsenkning af okulations-
kviste i 50°C varmt vand fra 2 min. til 20
min. er forsggt, men med negativt resultat,

Positive resultater er siden opnaet i forsgg,
hvor der blev anvendt en kombination af lang-
tidsvarmebehandling (37°C) og etablering af
tipkulturer.

Séledes blev fire inficerede paretracer an-
bragt i termorum i februar 1965. Efter 31

dpgns forlgb blev der fra de varmebehandlede
traer tiltrukket tipkulturer.

Kontrolplanter, som var tiltrukket fgr be-
handlingens pabegyndelse, blev sammen med
tipkulturerne udplantet pd friland i juni 196S.

Resultater fra dette forsgg fremgar af tabel
12, Det ses, at alle kontrolplanter var inficeret
fo¢r behandlingen, og at der blev opnéet posi-
tive resultater ved varmebehandling i 31 dggn
hos sorterne Clapps Favorite, Herrep®re og
Beurré Giffard.

Tipkulturerne fra sorten Coloree de Juillet
var derimod stadig inficeret, og det samme
gjaldt 2 af 5 tipkulturer hos sorten Beurré
Giffard.

7. Inaktivering af ringmosaik-virus hos peretreeer
Talrige undersggelser har vist, at klorotisk
bladplet-virus hos zbletreeer er identisk med
viruset, som fremkalder ringmosaik-virus hos
paretreer.

Det vil derfor vere nerliggende at antage,
at ringmosaikvirus hos pezere relativt let kunne
inaktiveres ved varmebehandlinger (sml. resul-
tater fra forsggene med Kklorotisk bladplet-
virus). Dette. har ogsi her gennem udfgrte for-
s@g vist sig at vare tilfeldet. I tabel 13, hvor
resultaterne fra disse forsgg er anfgrt, ses, at
det pag=ldende virus gennem varmebehandlin-
ger er inaktiveret i pzresorterne: Beurré Har-

Tabel 13. Termoterapeutiske forsgg med forskellige paresorter, inficeret med
ringmosaik-virus (Beurré Hardy som indikator)

Resultat af

Materiale fra forsgg pabegyndt i 1965 testning

sort behandling sympt. 1967 1966-67
Beurré Hardy .............. K ingen ringmosaik 1/1
e . T 30 degn ved 37°C ingen 0/5
Charneu .................. K ingen “ 1/1
A T 30 dggn ved 37°C * 2/5
Graap®re ................. K ingen “ 1/1

e T 30 dogn ved 37°C “ 1/23
Williams .................. K ingen “ 1/1

e . T 30 degn ved 37°C “ 3/10

K = kontrolplanter tiltrukket pa perevildstammer
T = tipkulturer tiltrukket pa pzrevildstammer
Taller = antal planter med ringmosaik-virus

Nevner = antal planter undersegt
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dy, Charneu, Graapzre og Williams, og ved
etablering af tipkulturer er virusfrie traer af
de navnte sorter tiltrukket.

Af tabellen fremgéir endvidere, at Beurré
Hardy er den eneste af de anvendte sorter, som
har vist symptomer pa ringmosaik-virus, men
ved udfgrte testninger er det fordrsagende vi-
rus pavist i alle kontroltreer, sivel som i en-
kelte tipkulturer (6 af 43) hidhgrende fra var-
mebehandlede trazer.

IV. Diskussion »

Det har tidligere veret vanskeligt at fremskaffe
virusfrit plantemateriale af adskillige able- og
pa&resorter.

Resultaterne fra forsggene beskrevet i neer-
varende beretning viser imidlertid, at dette i
mange tilfelde vil vere muligt ved hjelp af
varmebehandlinger, der udfgrt pa passende ma-
de er i stand til at inaktivere adskillige vira.

Resultaternes afhangighed af varmebehand-
lingens varighed er ikke klarlagt i alle tilfzlde,
men ved forsgg med f.eks. gummived, er der
opnaet bedre resultater efter 73 dggn end efter
36 dggns behandling (tabel 1 og 2). Imidlertid
fremgar det af de udfgrte forsgg, at man ved
varmebehandlinger kun sjzldent er i stand til
at inaktivere alt virus i de direkte behandlede
planter. Det vil derfor i1 de fleste tilfaelde vere
hensigtsmessigt, at man fra de varmebehand-
lede planter udtager sma skudspidser (altsa fra
nyvakst, dannet mens planterne stdr i varme-
rummet) og indpoder disse pa virusfrie grund-
stammer. De frugttreeer, der tiltrekkes ved
hjelp af disse sakaldte tipkulturer, vil i mange
tilfelde veere virusfrie, men f@gr der kan vare
nogenlunde sikkerhed herfor, m& grundige
testninger udfgres. Disse testninger bgr i flere
tilfeelde gentages, idet man ikke — uagtet kun
smé skudspidser af det oprindelige virusinfice-
rede trae er anvendt — kan se bort fra forekomst
af partiel infektion, der maske ikke har kunnet
pavises ved de fgrste testninger.

Tipkulturer fra ®bletraer der er helbredt for
gummived er dog stadig sunde fire vakstsaeso-
ner efter varmebehandlingens udfgrelse (tabel
2). Der er derfor nappe tvivl om, at godt ud-
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fgrte varmebehandlinger med efterfglgende
testninger af det behandlede plantemateriale vil
vere af stor betydning for praksis, og disse be-
handlinger har da ogsi allerede fiet en tem-
melig omfattende anvendelse i forbindelse med
fremavlsarbejdet — ikke mindst inden for frugt-
avlen.

V. Resume ,
Termoterapeutiske forsgg med viroser hos
frugttreeer er udfgrt ved den virologiske afde-
ling pa Statens plantepatologiske Forsgg siden
1954, og positive resultater er opnéet ved var-
mebehandling af @xbletreeer angrebet af viro-
serne gummived; mosaik, grubet ved, kloroti-
ske bladpletter og epinasti samt med ring-
mosaik og nerveklorose hos paretreer.

Fra frugttrzer med angreb af de nevnte vi-
roser opnas der relativt let virusfrie planter
gennem varmebehandling (37°C lufttemperatur)
af en varighed fra 14 til 82 dggn nar behand-
lingen efterfglges af etablering af tipkulturer.

Korttidsbehandling ved nedsznkning af mo-
saik-angrebne okulationskviste i 50°C varmt
vand (Tabel 3) har i de udfgrte forsgg ikke
medfgrt virusinaktivering, hvorimod sunde
treeer er tiltrukket ved anvendelse af okula-
tionsgine fra langtidsbehandlede traer med
angreb af samme sygdom (tabel 5). Inaktive-
ring af mosaik-virus sker dog lettest ved en
langtidsvarmebehandling ved 37°C, som kom-
bineres med etablering af tipkulturer (tabel 6).

Grubet ved hos traer af eblesorterne Bodil
Neergaard, Bramley Seedling, Guldborg og
Ingrid Marie er tilsyneladende elimineret ved
varmebehandling, hvorimod der ved tilsvarende
behandling ikke er opnéet helbrédelse hos sor-
ten Graasten (tabel 7).

Klorotisk bladplet-virus, der forekommer la-
tent hos mange @bletreer og -grundstammer
inaktiveres relativt let. Allerede efter 14 dggns
varmebehandling ved 37°C er der opnaet posi-
tive resultater, men behandlinger af 20 dggns
varighed og derover giver flere virusfrie plan-
ter (tabel 9).

Det er muligt at inaktivere komponenterne
fra et viruskompleks bestdende af klorotisk



bladplet-virus og epinasti-virus, men sidstnavn-
te inaktiveres vanskeligere end fgrstnavnte (ta-
bel 10 og 11).

I 1959 lykkedes det i termoterapeutiske for-
s@¢g at inaktivere nerveklorose-virus hos treer
af paeresorten Clara Frijs. Af 30 okulationsgjne
som stammede fra angrebne traer, der var be-
handlet ved 37°C i 30 dg¢gn, blev der tiltrukket
21 sunde trazer. Desuden har forsgget vist, at
det pageldende virus kan elimineres ved lang-
tids varmebehandling kombineret med tipkul-
tur.

Endvidere er pezre-ringmosaik-virus (= klo-
rotisk bladplet-virus hos ble) ved varmebe-
handlinger (37°C i 14-30 dggn) inaktiveret hos
flere pwresorter.

VI. Summary

Fruittree viruses inactivated by thermoterapy
Since 1954 thermaterapeutic investigations con-
cerning fruit tree viruses have been carried out
by the Virology section at the State Plant Patho-
logy Institute, and positive results have been ob-
tained with theatment of fruit trees infected with
the viruses causing rubbery wood (table 1 and
2), apple mosaic (table 5 and 6), stem pitting
(table 7), chlorotic leaf spot (table 8 and 9) spy
epinasty (table 10 and 11), pear vein yellows
(table 12), and pear ring mosaic (table 13).

Virus-free plants were relatively easy produced,
when heat treatment air temp. ca. 37°C), lasting
from 14 to 82 days, was followed by establish-
ment of tip cultures.

Treatment of budwood with hot water (50°C)
15-30 minutes did not inactivate apple mosaic
virus (table 3) while it was possible to produce
healthy trees when using buds from trees in-
fected with the same virus after the trees had
grown at 37°C (air temperature) in 45 days
(table 5).

It is however, much more easy to provide fruit
trees free of apple mosaic virus when heat treat-
ments are combined with tip cultures (table 6).

By such methods, stem pitting virus was ap-
parently eliminated from the apple varieties Bodil
Neergaard, Bramley's Seedling, Guldborg, and
Indrid Marie, while the same freatment did not

inactivate the virus in the variety Gravenstein
(table 7).

Chlorotic leaf spot virus, which is extremely
widespread in many apple varieties and apple
rootstocks, is easily inactivated. Already after heat
treatment in 14 days, several positive results were
obtained but treatments of longer duration did
provide even better results (table 9).

It has also been possible to inactivate the com-
ponents in a virus complex consisting of chlorotic
leaf spot virus and spy epinasty virus, the latter
being the most difficult to eliminate (table 10
and 11).

In 1959 it was susceeded to inactivate vein
vellows virus in the pear variety Clara Frijs. 21
of 30 buds from heat treated pear trees gave
rise to healthy trees. But such trees can also be
provided by heat treatment followed by tip cul-
tures (table 12).

Using the same method, pear ring mosaic virus
(chlorotic leaf spot virus) has been eliminated
from several pear varieties (table 13).

Tables 1-13

Table 1. (page 143) Heat treatment of Lord Lam-
bourne, infected with rubbery wood.

Table 2. (page 143) The influence of heat treatment on
rubbery wood virus in Lord Lambourne.

Table 3. (page 144) Hot water treatment of budwood,
infected with apple mosaic virus.

Table 4. (page 144) Number of survived apple trees
after heat treatment.

Table 5. (page 145) Inactivation of apple mosaic
virus in Budwood.

Table 6. (pagel45 ) Heat treatment of apple trees in-
fected with apple mosaic virus.

Table 7. (page 146) Thermotherapeutic experiment
with different apple varicties, infected with stem
pitting virus.

Table 8. (page 147) Thermotherapeutic experiment
with the apple roostock A 2, infected with clo-
rotic leaf spot virus.

Table 9. (page 147) Thermotherapeutic experiment
with different apple trees, infected with clorotic
leaf spot virus.

Table 10. (page 148) Thermotherapeutic experiment
with Belle de Boskoop, infected with clorotic leaf
spot and Spy epinasty viruses.

Table 11. (page 148) Thermotherapeutic experiment
with James Grieve, infected with clorotic leaf
spot and Spy epinasty viruses.
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Table 12. (page 149) Thermotherapeutic experiment
with ditferent pear varieties, infected with vein
yellows virus.

Table 13. (page 149) Thermotherapeutic experiment

with ditferént pear varietics, - infected with ring
mosaic virus.

General definitions

Antal = Number
Behandling = Treatment
Dagn = Days
Grundstamme = Rootstock
Gummived = Rubbery wood
Ingen = None

Kraftig = Vigorous
Materiale = Material
Moderplante = Motherplant
Nevner =. Denominator,
Okulation = Budding
Podning = QGrafting

Pzre = Pear

Sort = Variety

Svag = Weak
Tipkultur = Tip culture
Teller = Numerator
Undersogelse = Investigation
Varighed = Duration
Varmebehandling = Heat treatment
Vildstamme = Seedling rootstock
Able = Apple
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