Virusinfektioner hos Ligustrum spp

Ved Arne Thomsen

896. beretning fra Statens Forsegsvirksomhed i Plantekultur

Nearverende beretning omhandler undersegelser og forsgg vedrorende virusforekomster hos liguster, der siden
1965 har veret udfert ved den virologiske afdeling pa Statens plantepatologiske Forsog.
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1. Indledning

Allerede i 1906 meddeite E. Baur (1,2) at der hos
Ligustrum vulgaris foliis aureovariegatis hort, fore-
kom en virussygdom som kunne overferes ved
podning. Siden er der fra forskellige forfattere
meddelt om virusforekomster hos liguster. A. g.
Plakidas (8) berettede i 1959, at klorotiske pletter
hos liguster skyldtes en sygdom, som kunne over-
fores ved podning. I 1956 gjorde M. Hollings (5)
opmezrksom pa Chenopodium amaranticolor som
indikatorplante for liguster-mosaik, hvis der blev
anvendt en sdkaldt ter-inokulationsmetode. Han
fandt dog ikke Chenopodium amaranticolor fuldt
tilfredsstillende til diagnostisk arbejde, idet denne
efter infektion viste for f4 lasioner.

C. A. Cadman meddelte i 1961 (4), at Ligustrum
spp. ofte var angrebet af arabis-mosaik-virus eller
andre jordbarne vira. K. Schmelzer publicerede
i 1962 (9) resultater fra en undersggelse over to
sygdomme hos Ligustrum vulgare, af hvilke den
ene blev betegnet som »gule pletter« og den anden
som »krellemosaik«. Den farstnevnte kunne over-
feres ved podning fra liguster til liguster, og kun
i et tilfelde var det muligt, at isolere et virus fra
disse planter, I alle forsgg med udpresset saft af
planter med krellemosaik, kunne der isoleres et
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virus herende til en linie af arabis-mosaik-virus.
K. Schmelzer (10) berettede endvidere i 1964 om
forekomster af agurk-mosaik-virus, tomat-sort-
ring-virus og rattle-virus hos ligusterplanter.

P4 den virologiske afdeling ved Statens plante-
patologiske Forsgg, blev der i 1965 isoleret et
virus fra en plante af Ligustrum vulgare med
band-mosaik-symptomer (7). Det pagazldende
virus blev ved inokulation overfort fra vavet i
treeagtige grene hos liguster til Chenopodium
quinoa, som viste lokale lesioner efter 5 degns
forlgb. I samme ar blev virusinfektionen pévist
hos symptomlgse planter af Ligustrum atrovirens,
L. ovalifolium og Ligustrum vulgare.

II. Diagnostik

Ved de danske undersggelser er der brugt en
modificeret form af Th. Bergs inokulationsme-
tode fra Lisse (3), udfert pA den made, at der i
afskarne grene af plantematerialet til underse-
gelse er skiret lange snitflader i barken (fig. 3),
hvorefter sarfladen forsigtigt er gnedet over test-
planternes blade (fig. 6). Med et stykke nylon-
svamp er testplanternes blade i forvejen fugtet
med 0,01 M fosfatstadpude (fig. 4) og pudret
med carborundum pulver (fig. 5). Ved underso-




Tabel 1. Fysiske egenskaber hos to virusisolater fra Ligustrum vulgare

Isolat [ Isolat 1T

Termostabilitet. . ......... ... i iiiiiian.

68°C i 10 min.

60°C i 10 min.

Fortyndingsgranse. . . . ...... .couuieenneenn. 10-3 10-¢
Holdbarhed ved stuetemp.................... 3 uger 6 maneder
» i koleskab (+ 2°C).............. 2 maneder 6 »
» i fryseboks (= 15°C) ............ 6 maneder 1ar

Symptomer hos Chenopodium quinoa. . ........

Reaktion med hindbzr-ringplet antiserum .. ...
Reaktion med tobak-mosaik-antiserum........

sm4 lokale lsioner eft. 5 degn
topnek. efter 7 degn

store lokale l@sioner
1-2 mm efter 8 degn
ingen topnekrose

+

gelser af virusforekomster hos ligusterplanter har
metoden vist sig meget hensigtsmaessig, idet pro-
verne har kunne testes i vinterhalvaret, som er
den &rstid hvor testplanterne (Chenopodium) efter
infektion udvikler szrdeles karakteristiske virus-
symptomer. '

Diagnostiske undersggelser med virus hid-
rorende fra liguster blev udfert i 1966, og det
blev herved vist, at der forekom mere end eet
virus (tabel 1). Saledes viste to isolater af virus-
holdig plantesaft stor forskel med hensyn til
temperaturresistens.

Isolat I tilte opvarmning til 66-68°C i 10 min.
uden at miste smitteevnen, mens Isolat II kun
talte 60°C.

Holdbarhedsforseg udfert med virusholdig
plantesaft opbevaret ved stuetemperatur (4 18°C),
i keleskab (+2°C) og i fryseboks (= 15°C) peger
ligeledes pa forekomst af mere end et virus, idet
holdbarheden hos de to isolater har vist signi-
fikante forskelle.

Fortyndingsgraensen for saft fra isolat I har
varet 103 og for saft fra isolat II 1078,

Viruset fra isolat I reagerer imod hindber-
ringplet antiserum, hvilket ikke er tilfzldet med
viruset fra isolat II. Elektronmikroskopiske un-
dersggelser har endvidere vist, at isolat I inde-
holder sferiske viruspartikler som maler ca. 30
myu (fig. 1) og isolat II indeholder stavformede
viruspartikler pa 300 mu (fig. 2).

Viruspartikler fra Ligistrum har varet under-
sogt ved en modificeret »dipumetode (cut

squeeze). En drabe ra saft udpresset mellem 2
objektglas af blad udtaget i narheden af kraf-
tige symptomer, tilsat 1,5 ml. 1,19 fosfor-
wolframsyre pH 6,8 med 0,059 Bovin serum
Albumin, har veret udgangsmaterialet for dribe-
preparater. En dribe af denne blanding pia
formvar/carbonforsterkede grid, bestrilet med
ultraviolet lys (Simpson og Hauser 1966) er
lufttgrret og undersggt i et Phillips E M. 100. B.
i arbejde ved 60 kW og med en objektiv apertur
pa 25 u.

De elektronmikroskopiske undersggelser er ud-
fort af Jens Begtrup.

III. Udbredelse

For at undersgge udbredelsen af eventuelle virus-
infektioner hos Liguster, blev der i 1965 via
Fellesudvalget for fremavl og sundhedskontrol
med havebrugsplanter indsamlet planter til un-
derspgelse fra 26 danske planteskoler. Materialet
bestod af 76 praver, som hver omfattede 5 plan-
ter. Det egentlige undersggelsesarbejde blev ud-
fort i 1966 ved hjelp af den tidligere omtalte ino-
kulationsteknik, og til hver enkelt testning an-
vendtes mindst 5 Chenopodium quinoa som indi-
katorplanter.

I tilknytning til de udferte rutine-testninger,
blev der desuden flere gange foretaget verifice-
ringer ved hjzlp af testninger til specielle indi-
katorplanter, deriblandt Chenopodium amaranti-
color, Nicotiana tab. 'Samsun’ og Tetragonia ex-
pansa.
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Fig. 1. Hindbzr-ringplet-virus (isolat I) isoleret fra liguster (Foto: J.B.)
(Raspberry ringspot virus (isolate I) isolated from Ligustrum x 82.000)

Fig. 2. Tobak-mosaik-virus (isolat II) isoleret fra liguster (Foto: J.B.)
(Tobacco mosaic virus (isolate II) isolated from Ligustrum. x 53.000)
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Fig. 3. Ligusterkvistén tilskeeres for inokulationen Fig. 4. Testplanternes blade fugtes med fostatstad:
(Exposure ot‘ ngustrum waod before inoculation} pude '
{Foto: J.B.) (M01stmg the leaves of the test plants wnh phosphate

buffer before inoculation) (Foto: J.B.)

F Fig. 3. Testplanternes blade pudres med carhomn Fig. 6. Inokulatwn af. Chenopodxum qumoa
duom pulver ~ . (Inoculation of Chenopodium quinoa) )
(Dustmg of the test plants with carborursdum powder)

(Foto: 1.B.)

(Foto: 1.B.}
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Fig. 11. Tobak-mosaik-virus fra liguster. Che-
nopodium quinoa 14 dage efter inokulation

(Tobacco mosaic virus in Chenopodium gui-
noa 14 days after inoculation) (Foto: JB.)

Fig. 12. Ligustrum vulg. ‘Atrovirens’ med infektion af hind-
bar-ringplet-virus. T.v. sund plante )

Ligustrum vulg. “"Afrovirens’ with infection of Raspberry ring-
spot virus. Left: Control plant} (Foro: J.B.}

Fig. 13. Ligustrum _obtusifolium v. regilianum
med viruslignende bladsymptomer. Virusna-
turen er jkke pavist’ ]

(Ligustrum obtusifolium v. regilianum show / - - ;
ing oak leaf symptoms. The virus nature is Fig. 14. Brbgetbladhed hos liguster af genetisk natur (Genetic
not demonstrated) ; ‘(Foto: 1.B.) variegation of Ligustrum leaves) o (Foto: LBy -
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fundet hindbar-ringplet-virus eller ukendte virus-
infektioner.

Virusfrie liguster kan saledes ikke udvelges pa
symptombasis, og virustestede planter danner da
ogsd grundlag for en fremavl af sunde liguster
her i landet.

V. Resume

Undersagelser vedrerende virusinfektion hos li-
guster har veret udfert pa Statens plantepatolo-
giske Forseg i perioden 1965-67, og det har her-
ved veret muligt at isolere to viroser ved inoku-
lation direkte til testplanter (Th. M. Berg, me-
tode).

Inokulationsstykker pa ca. 20 cm’s leengde blev
skéret ud af ligustergrene i vintertilstand. Nogle
f4 draber 0,01 M fosfatstadpude pa pH 6,8, blev
anbragt pd overfladen af testplanternes blade,
som i forvejen var pudret med carborundum-
pulver. I de fleste tilfxlde tjente Chenopodium
quinoa som indikatorplante, men ogsi andre
plantearter blev anvendt.

Virusisolaterne no I og no II er identificeret
som henholdsvis hindbar-ringplet-virus og tobak-
mosaik-virus (tabel 1).

Tabel nr. 2 viser resultater som er opniet ved
undersggelse af 76 prover, hver reprasenteret
med materiale fra 5 ligusterplanter. 42 af pre-
verne (55 pct.) blev fundet mere eller mindre in-
ficerede.

130 (34 pct.) af de ialt 380 planter var inficeret.

Virussymptomer er observeret i mange tilfel-
de - hovedsagelig som Kklorotiske bladpletter -,
men 0gsi mange symptomlgse planter er ved
testning fundet virusinficeret.

Hidtil er der ikke fundet nogen klar sammen-
heng mellem symptomer og virusinfektion hos
liguster.

Virusfrie liguster kan ikke udvalges pa symp-
tombasis, og virustestede planter danner nu
grundlag for en ivaerksat fremavl af sunde liguster
her i landet.

VL Summary

Investigation concerning virus infection of Ligustrum
have been performed at The State Plant Pathology
Institute in Lyngby during the years 1965-67, and it

has hereby been possible to isolate two viruses by a
direct inoculation method (Th. M. Berg, method).

Inoculation pieces, about 20 ¢cm long, were cut out
of dormant Ligustrum branches. A few drops of 0,01
M Phosphate buffer pH 6,8 were placed on the upper
surface of leaves of the test plants which previously
had been dusted with carborundum powder. In most
cases Chenopodium quinoa served as the test plant
but other species have been used with success.

Isolate no I is identified as Raspberry ringspot virus
with a dilution end point usually 1-3, and ther-
mal death point between 66-68° C (10 minutes heating)
when assayed in Chenopodium sap. When sap was
stored at room temperature (20°C), the infectivity
was lost on 21 days. The virus reacted against Rasp-
berry ringspot virus antiserum.

Virus from isolate no II is identified as ZTobacco
mosaic virus with dilution end point about 1:10-8
and the thermal death point 60°C. The virus reacted
against Tobacco mosaic virus antiserum but not
against Raspberry ringspot virus antiserum.

Virus particle from Ligustrum were examined by
the »cut squeeze« method in negativ staining. One
drop sap in 1,5 ml. 1,1% P.T.A. pH 6,8 with 0,059%
B.S.A. Formvar/carbon coated grid exposed to ulira-
violet light (Simpson and Hauser 1966) and examined
in Phillips E M. 100 B. at 60 kW and a objective
aperture of 25 u.

Table no 2 shov results obtained by testing of 76
Ligistrum samples - each sample represented with
material from 5 Ligustrum plants. 42 of the samples
(55 pct.) where found to be more or less infected.

130 (34 pct.) out of 380 plants were infected.

Virus symptoms in infected privets are observed
in several cases, but also many plants without symp-
toms are by testing found to be infected.

So far - no correlation is found between symptoms
and virus infections in privets.
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