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Augustasyge hos tulipaner
Markundersggelser af tobak nekrose virus (INV) og dets vektor, Olpidium brassicae.

Augusta disease in tulips. — Field experiments concerning tobacco necrosis virus and its vector
Olpidium brassicae.

Lene Lange

Resumé

Vektoren for TNV, Olpidium brassicae (Wor.) Dang., er aldrig konstateret i rédder af tulipaner
og formodes derfor udelukkende at formere sig i rgdder af andre planter i Augustasyge-an-
grebne tulipanmarker (som f.eks. ukrudt og planter fra forrige afgrgde). Formélet med denne
undersggelse var at afklare dette vartsforhold for vektoren og samtidig belyse de gvrige smitte-
forhold ved undersggelse af virusets tilstedevarelse i den péagaldende periode i forsggstulipa-
nerne, jorden og ukrudtsplanterne.

Undersggelsen blev udfgrt pa to prgvearealer placeret, hvor der dret fgr var konstateret sterke
Augustasyge-angreb i tulipaner. Prgvearealerne blev udlagt med sunde forsggslgg (tulipaner af
sorten ‘Gul Apeldoorn’). Af disse blev der udtaget 10 par pr. prgveareal hver mined. vinteren og
foraret igennem. Det udtagne materiale blev testet for TNV-indhold, dels umiddelbart efter op-
tagningen og dels efter drivning. Ved hver lggoptagning blev der ligeledes udtaget ukrudtsprg-
ver og jordprgver. Ukrudtsrgdderne blev undersggt for tilstedeveerelsen af Olpidium brassicae
(i form af hvilesporangier og/eller zoosporangier) og i enkelte tilfzlde tillige testet for TNV.
Jordprgverne blev undersggt for bade virus- og nematodindhold.

I de udtagne tulipanprgver blev der ialt kun konstateret 2 systemiske angreb — ét symptom-
givende og ét latent. Der var imidlertid ved forsggets afslutning en rodinfektionsprocent hos
tulipanerne pa 90 pd det ene forspgsareal — mens forsggsplanterne pa det andet aldrig néede
over en rodinfektionsprocent pa 20-30.

Det blev konstateret, at kornplanter, vokset op fra kerner i dekhalmen, kan fungere som en
effektiv veert for Olpidium brassicae’s opformering (og i nogle tilfzlde ogsad for TNV); det
samme gzlder gul sennep, der i dette tilfelde var anvendt som efterafgrgde.

Det pavistes endvidere, at rug, hvede, havre og gulerod alle kan fungere som vart for TNV-
vektor-linjen af Olpidium brassicae, og at denne svamp kan overfgre TNV-smitte til disse arters
rédder. En systemisk infektion af planternes overjbrdiske dele er dog aldrig konstateret.

Undersggelsen bestyrker formodningen om, at Augustasyge-symptomer kan opstd ud fra pri-
mer-smitte, sifremt denne finder sted pa et tidligt tidspunkt af udviklingen.

Nogleord: Tulipan, TNV, Olpidium brassicae. ’

Summary

The fungus vector of TNV, Olpidium brassicae, has never been observed to parasitize roots of
tulips and consequently it is presumed exclusively to propagate in roots of other plants in dis-
eased tulip fields (e.g. weeds and plants from the former crop).
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The object of the investigation was to elucidate this hostrelationship of the vector and at the
same time to examine the presence of the virus in the soil, weeds, and in tulips in order to
clarify the mode of infection of tulips by Augusta disease.

Healthy tulip bulbs ('Golden Apeldoorn’) were laid out in two test areas. These were placed
where heavy Augusta disease infections had been observed the year before. Every month during
the winter and the spring ten pairs of tulips were examined per area. This material was tested
for the presence of TNV infections both immediately after the uptake and after growing. Samples
of weeds and soil were taken every month. The weed roots were examined for infection with
Olpidium brassicae (in the form of restingsporangia and/or zoosporangia) and in selected cases
for TNV. The soil samples were tested for the presence of virus and nematodes.

At the end of the investigation only two of the test-tulips had been shown to be systemically
infected with TNV. (One carrying Augusta disease symptoms and the other with a latent in-
fection). At test area B about 90 percent of the test-tulips had TNV root infections, while on
area A only 20 to 30 percent were infected. The surprisingly low level of systemic infections
may be a consequence of the very late setting of the bulbs (the sixth of December), however,
the extremely dry spring may also be an explanation.

Olpidium brassicae was present in both areas throughout the period. It was primarily con-
fined to a few hosts (see table 4 and 5) and did not spread readily to the other weeds growing
in these areas.

The investigation shows that cereal plants grown from grain in the straw-cover of the tulip
fields may act as hosts for Olpidium brassicae as well as for tobacco necrosis virus.

In the previous year mustard was used on one of the test areas as a second crop after the
diseased tulip crop. Olpidium brassicae isolated from roots of these mustard plants was shown
to be able to transmit TNV (by inoculation of mung beans). Thus it was possible to demon-
strate that a vector strain of Olpidium brassicae is capable of propagating itself in this Cruci-
ferous plant — however it was not possible to demonstrate that all the observed Olpidium in-
fection belongs to the same vector strain.

It was demonstrated that mustard, carrots, and the four species of grain may serve as hosts
for O. brassicae (the vector for disease transmittance) and the virus TNV (the causal agent for
Augusta disease). None of these plants were systemically infected; the only symptoms observed
were on the small side roots of infected carrots. (Lange 1975).

The nematode population in the test areas was recorded in this investigation as it is not pos-
sible to rule out that another vector for TNV may exist. The observed occurrence of nema-
todes could not be correlated with TNV infections.

Fig. 1. Zoosporangier af Olpidium brassicae i rod af Solanum villosum. Pilen viser det sporangium,
hvor opdelingen i zoosporer ses tydeligst.

a) Et udtgmt zoosporangium med to halse.

Fig. 1. Zoosporangia of Olpidium in a root of Solanum villosum. The arrow indicates the most distinct
segregation of a zoosporangium into zoospores. a) An emptied zoosporangium with two exit tubes.

Fig. 2. Olpidium brassicae, infektionsfasen. a) Fritsvpmmende zoosporer, ufarvet. Fasekontrast. b)
Suspensionspreparat af TNV-partikler, negativ-farvet med amonium molybdat. ¢) Overflade af rod af
Solanum villosum med encysterede zoosporer. d) Encysteret zoospore, der halvvejs har udtgmt sit ind-
hold i vaerten ved penetration af rodharscelle. Fasekontrast.

Fig. 2. Olpidium brassicae in the infective phase. a) Free swimming zoospore, unstained. Phasekontrast.
b) Particles of TNV, negatively stained with amonium molybdate. c) Encysted zoospores on the surface
of a root of Solanum villosum. d) Encysted zoospore on a roothair. The cyst-content is partially emp-
tied into the hostcell. o
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It was found that a direct correlation between the flutuations in the amount of Olpidium
found in the roots of the weeds and the time of occurrence of TNV infections in tulips can
only be made if very frequent samples are taken.

The results of this investigation together with earlier reports demonstrate that the largest risk
of serious Augusta disease occurs when the autumn and early winter are humid and without
hard freezing. These conditions are optimal for the propagation of Olpidium, at a time when
the tulips roots are most sensitive to infection which later leads to outbreaks of Augusta

disease.
Key-words: Tulips, TNV, Olpidium brassicae.

Indledning

Augustasygens symptomer blev fgrste gang be-
skrevet 1 1928. 1 1949 blev det erkendt, at den-
ne sygdom skyldes angreb af tobak nekrose
virus (TNV) (Kassanis 1949, de Bruyn Ouboter
& van Slogteren 1949), 1 hvert tilfaelde sa tidligt
som i 1954 var det vist med sikkerhed, at syg-
dommen var jordbaren; fgrst ved Teakle’s un-
dersggelser, publiceret i 1962, blev det bevist,
at Olpidium brassicae er vektor ved overfgrin-
gen af dette virus. For Augustasygens vedkom-
mende blev dette system af svampevektor og
virus efterprgvet og bekreftet i 1967 af van
Slogteren & Visscher.

Olpidium brassicae (Wor). Dang. tilhgrer
Phycomycet-ordenen Chytridiales. Svampen
formerer sig intracellulert ved dannelse af et
zoosporangium (fig. 1), hvis indhold opdeles i
mange zoosporer. Disse udtgmmes gennem en
hals (fig. 1a) og gar derved over til det frit-
svgmmende zoosporestadie (fig. 2 a). Det er i
dette stadie, at eventuelle TNV-partikler asso-
cieres pa overfladen af zoosporerne. Viruset
vil derefter kunne overfgres til den plante, pd
hvis r@dder zoosporerne lidt senere encysterer
sig (fig. 2 c og 2 d). I Olpidium brassicae’s livs-
cyklus indgar desuden et tykvegget sporangium
— et hvilesporangium, der pa grund af vegfor-
tykkelser far et nasten stjerneformet udseende
(fig. 3).

Styrken og udbredelsen af Augustasyge-an-
greb pa tulipanmarker varierer meget fra ar
til ar. Inden for den sidste snes ar havde man
sdledes de sterkeste angreb i 1968, men ogsa
i begyndelsen af 70’erne var Augustasygen ret
atvorlig. T 1972 og 1973 foretog Statens plante-
patologiske Forsgg, Lyngby, grundigere under-
sggelser af nogle angrebne tulipanmarker i
Nordsjelland (Lange 1973). Dette arbejde be-
lyste nogle af emnets aspekter, men iszr rejste
det nye uafklarede spgrgsmal. Undersggelserne
blev derfor fortsat og udvidet det fglgende ar.

Materialer og metoder

Projektet blev udfgrt inden for fglgende ram-
me: Pa to af de tulipanmarker, hvor der i for-
aret 1973 var konstateret sterke Augustasyge-
angreb (i sorterne Rgd Apeldoorn’ og ’Blen-
da’) blev der udlagt prgvearealer, hvori der i
efteraret 1973 blev lagt sunde lgg (af sorten
’Gul Apeldoorn’). Disse blev fulgt ved fort-
Igbende undersggelser vinteren og foraret igen-
nem. Jordprgver og ukrudtsprgver blev lige-
ledes udtaget perioden igennem. Undersggelse
af ukrudtsrgdderne blev anset for serlig vigtig,
da vektoren ikke kan formere sig i tulipanrgd-
der og derfor formentlig udelukkende er af-
hangig af formering i ukrudtsrgdder (van Slog-
teren & Visscher 1967, Mowat 1970).

Fig. 3. Salatrod med tzt infektion af hvilesporangier af Olpidium brassicae. (Squash-preparat, ufarvet).
Fig. 3. A lettuce root with a heavy infection of resting sporangia of Olpidium brassicae.

Fig. 4. Prgveareal A: Angivelse af tulipanbeddenes retning. Augustasyge-angrebets styrke (+, -+ eller
-+ + +-testet juni 1973) og prévearealets beliggenhed i forhold hertil (det nzstf@lgende ar).

Fig. 4, Test area A: Indication of the direction of the tulips-beds, the strength of the Augusta disease
attack (+, +-+, or +++-tested June 1973) and the placement of the test area (the following season).
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De to prgvearealer (A og B) mailte begge
2X25 m og var placeret, hvor de kraftigste
Augustasyge-angreb forekom i 1973. (Fig. 4
viser placeringen af prgvefelt A). I hver ende
af prgvearealerne udlagdes 2,5 m til varn. De
sunde lgg blev lagt i en reekke 2 m fra area-
lets ene langside, parvis og med 20 cm mellem
parrene. Den resterende stribe af prgvearealet
blev benyttet til udtagning af ukrudtsprgver og
jordprgver. Da lggene fra forrige szson, p.gr.a.
sygdomsangrebet, ikke var taget op, domine-
redes denne del af arealet hen pa foraret ogsé
for en stor del af tulipaner (gengroninger). —
I begge marker blev der uden om forsggsarea-
let sdet byg (varsad). ‘

Projektet blev startet relativt sent, hvilket
medfgrte, at lggene fgrst blev lagt i begyndel-
sen af december. Ved legningen blev den fgr-
ste udtagning af jordprgver og ukrudtsprgver
foretaget. De senere prgvetagninger fandt sted
med ca. 1 maneds mellemrum — ialt 6 gange
i tidsrummet fra den 6/12 1973 til den 11/6
1974 — og bestod af jord- og ukrudtsprgver
samt de optagne forsggslgg. Der blev taget
1 par Igg pr. 2 m, ialt 10 par lgg pr. prgvefelt.
Jord- og ukrudtsprgverne blev derimod kun
udtaget 3 steder i hvert areal (senere benavnt
I, IT og III — se fig. 4).

Behandlingen af de optagne Igg bestod, dels
i en direkte saftinokulation med de grundigt
afvaskede rpdder til testplanten Tetragonie
expansa fra det ene af lggene i parret og dels
af en potning efter forudgdende vask af det
andet 1gg. R@dderne af dette blev efter driv-
ningen ligeledes inokuleret til T. expansa. 1
enkelte tilfelde blev tulipanrgdderne under-
kastet en elektronmikroskopisk undersggelse
for tilstedevarelsen af TNV-partikler (se fig.
2b). (Suspensionspreparater fremstillet ved
cut-squeze metoden (Begtrup 1971) suppleret
med 30 min. fixering i 20 pct. formaldehyd).

De hjembragte ukrudtsprgver bestod af 1-3
eksemplarer af hver ukrudtsart, der forefand-
tes inden for den pigzldende trediedel af prg-
vefeltet. Rgdderne blev grundigt afvasket og
herefter mikroskoperedes 8 rodstykker af ca.
2 cm’s lengde fra hver ukrudtsart skgnsomt
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udtaget fra de forskellige eksemplarer og mel-
lem de forskellige steder pd rgdderne. Ved
mikroskoperingen blev det undersggt, om OI-
pidium brassicae forekom enten i form af hvile-
sporangier eller zoosporangier, og desuden fo-
retoges en graduering af infektionsteetheden.

De hjemtagne jordprgver anbragtes i potter
(3 pr. udtagning — ialt 9 pr. prgveareal). Disse
blev herefter tilplantet med Nicotiana tabacum
"Xanthi’ og tilsdet med Stellaria media, der
begge er effektive fangplanter for tobak nek-
rose viruset. Efter 4-6 ugers vakst blev rgd-
derne af fangplanterne inokuleret til Tetrago-
nia expansa og Nicotiana tabacum ’Samsun’
(fig. 5). Allerede 2-3 dage efter inokulationen
blev planterne efterset for eventuelle TNV-
reaktioner, hvorved det var muligt at adskille
symptomerne fra eventuelle rattle virus-sym-
ptomer.

Jordprgverne blev desuden pd zoologisk af-
deling, Statens plantepatologiske Forsgg, un-
dersggt for forekomst af migrerende nemato-
der. Dette blev gjort, primert fordi nogle arter
af nematodslegten Trichodorus fungerer som
vektor for rattle virus, der ofte optrader sam-
men med Augustasyge; men ogsd pa grund af,
at muligheden for at TNV kan overfgres med
en anden vektor end Olpidium - f. eks. nema-
toder — stadig stdr dben. Undersggelsen blev
de fgrste tre gange foretaget ved, at 250 ml
pr. prgveudtagning blev behandlet i en Sein-
horst elutriator. De sidste 4 gange blev 2250
ml pr. udtagning sat til uddrivning i 48 timer
i et tageapparat.

Nogle supplerende enkeltheder ved forsggs-
omstendighederne, specielt vedrgrende meteo-
rologiske forhold, jordtype og ukrudtsbestand
skal her kort opregnes.

Ved legningen af Iggene i begyndelsen af
december var der let barfrost, efter at sneen
fra november var tget. Lggene blev daxkket
med halmballer (let flytbare ved prgvetagning).
Ved udtagningen i januar forekom en lettere
barfrost, mens jorden under halmballerne var
frostfri. Desvarre havde adskillige mus indta-



get dette skjulested pad prgveareal A, hvilket
havde til fglge, at flere 1gg blev spist — helt
eller delvist. Halmballerne blev herefter straks
udskiftet med granris.

Fra december til februar var ukrudtsbestan-
den i felt A mest domineret af fuglegras (Stel-
laria media) og stubbe af byg, stammende fra
kerner i sidste ars dakningshalm. P4 areal B
var der ligeledes nogle (fd) bygstubbe, men
mest igjnefaldende var sennepsplanterne (Sina-
pis alba) fra efterkulturen sommeren 1973.

Ved udtagningen i februar havde de gen-
groede tulipaner grgnne spirer op over jorden,
mens forsggslggene kun havde ca. 4 cm lange
spirer (endnu under jorden). Med hensyn til
ukrudtsbestanden var Stellaria media stadig
den dominerende (og i sterk vakst), men ad-
skillige andre arter var ogsa spiret frem. Det
bgr siledes fremhaeves, at bdde alm. kvik

(Agropyrum repens) og én-arig rapgraes (Poa
annua) havde skudt nye skud.

Inden prgveudtagningen i marts var de om-
givende marker til bide mark A og B harvet.
Pa dette tidspunkt forekom der stadig natte-
frost, og jorden var allerede begyndt at ud-
tgrre. Denne tgrkepragede tilstand var antage-
lig grunden til, at der faktisk ikke havde vearet
nogen vaekst i ukrudtet i den forlgbne méned.
Forsggslggenes spirer havde nu niet jordskor-
pen.

Tgrketendensen fortsatte og blev mere og
mere udpreget foraret igennem (se tillige over-
sigten i tabel 1 fra den meteorologiske station
i Tuse — beliggende ca. 5 km fra prgvefelterne).
Ukrudtsprgverne fra maj og juni var for en
stor del deforme og ubrugelige pad grund af
sprgjtning med hormonpraparater pd den om-
givende mark.

Tabel 1 a) Nedbgr malt i mm ved den meteorologiske station i Tuse fra oktober 1972 til juni 1974
Rainfall i mm, measured at the meteorological station appr. 5 km from the test areas from October 1972

to June 1974.

Jan, TFeb. Mar. Apr. Maj
1972 . ......
1973 . ...... 28 54 25 60 63
1974 . ...... 63 39 25 7 25

Juni

Juli  Aug. Sep. Okt. Nov. Dec.

22 45 60 104 19 77 25
54,5 41 78 64

Tabel 1b) Detaljeret nedbgrsoversigt for perioden december 1973 til juni 1974 (ligeledes station Tuse)
Detailed outline of the rainfall in the period December 1973 to June 1974

Antal dage m. nedbgr over 0,5 mm ............
Dato for stgrste nedbgrsmengde ..............
Volumen af stgrste nedbgrsmeengde i mm ......
Total nedbgrsmzngde i mm

Tabel 2. Karakteristik af jordens naringstilstand i de to prgvearealer.
Measurements of the composition of the soil in the two test areas

Reaktions-
tal
Forsggsmark A ................ 7.1
Forsggsmark B ................ 7,5

Dec. Jan. Feb. Mar. Apr. Maj Juni
1973 1974 1974 1974 1974 1974 1974
15 12 11 4 1 6 10
6/12 17/1 10/2 21/3 25/4 3/5 18/6
11,5 122 104 112 64 140 196
64 63 39 25 7 25 54,5
Fosfor- Kalium- Magnesium- Mangan-
syretal tal tal tal
49,2 44,0 7,0 1,1
12,9 19,2 5.8 1,2

159



Resultater

I det samlede TNV-infektionsresultat af for-
sggstulipanerne indgar kun 2 systemiske TNV-
angreb — ét symptomgivende og ét latent. De
gvrige TNV-angreb var alle begrenset til rgd-
derne. I sa at sige hele forsggsperioden var der
i materialet fra mark A tale om ret svage TNV-
rodinfektioner, mens der, specielt i materialet
fra de sidste prgveudtagninger fra mark B, var
tale om sterke TNV-angreb af rgdderne (se
tabel 3 a).

Inokulationerne fra de forsggslgg, der blev
taget op 11. januar, gav alle negativt resultat,
hvilket betyder, at der inden for den fgrste
maéaneds vaekst (til en rodlengde pd ca. 3 cm)
ikke kunne konstateres nogen TNV-smitte.

Inokulationen af februar-materialet gav et
infektionsniveau pa ialt 3 ud af 10 for areal A
og 4 ud af 10 for areal B (se tabel 3 a). De
direkte inokulationer af tulipanrgdderne (se
under materialer og metoder) gav kun f& (men
distinkte og typiske) lokal-lesioner. Dette gzl-
der hele forsgget igennem, undtagen i juni pi
areal B. Ved drivning af et af lggene udtaget
i februar fra prgveareal A, kvadrat 3, frem-
kom tydelige Augustasyge-symptomer (fig. 6).
En EM-undersggelse bekrzftede dette ved at
vise en temmelig hgj koncentration af TNV-

partikler i bladet. En lignende EM-undersg-
gelse af Igget fra februar areal B, kvadrat 7,
viste, -at et symptomfrit blad indeholdt TNV-
partikler. Undersggelsen af planten fra kva-
drat 9 var derimod negativ.

Med hensyn til resultaterne angivet i tabel
3 a for marts skal det tilfgjes, at inokulatio-
nerne af de drevne tulipaner mislykkedes pa
grund af for sterk varme i drivhuset under og
efter inokulationen.

Resultaterne fra april og maj fremgéar af
tabellen.

Ved materialet i juni er der ingen angivelser
for inokulation af drevne tulipaner, da plan-
terne allerede ved hjemtagningen var afgroede.
De 16 af maksimalt 20, der blev hjemtaget
i juni fra areal B, var alle sterkt angrebne og
gav fra 20 til 120 lokal lesioner pr. blad pa
Tetragonia expansa-planterne. Fra disse 8 par
inficerede planter blev ligeledes 1ggskzllene og
bladene anvendt som inokulat. Resultatet var
dog negativt for alle undtagen inokuleringen
med lggskaxl af planten fra kvadrat 4. — Ved
optagningen i juni pa areal A manglede nr. 7,
8 og 10 (hgjst sandsynligt pa grund af den
omtalte »museskadec).

Resultaterne af testen for TNV-indhold i
jordprgverne fremgéar af tabel 3 b.

Tabel 3 a, 3b, 3 c: Inokulationsresultater af test for TNV-indhold i det til de forskellige datoer

hjemtagne materiale.

(+) betyder 1 lesion i gennemsnit pr. testplanteblad; + 2-5; 4+ + 5-15; + 4+ mere end
15 lokallzesioner pr. blad. = betyder ingen testplantereaktion og ~ at ingen inokulation blev fore-

taget.

Results of TNV inoculation test of the material taken out to the different dates listed, with
a specification of the degree of testplant reaction. A line designates that no inoculation has

been made.

Tabel 3 a. TNV j forsggstulipanerne. Tallene angiver, hvilket kvadrat (1-10) i prévearealet den pagal-

dende tulipan blev taget fra.

TNV in the tulips. The numbers refer to where in the test area the tulip concerned had grown

6/12 11/1 11/2 11/3 4/4 6/5 11/6
A inok. direkte - - 7+ 3(+H); 7(+) 2(+) 1(+) 24356+
fgrst drevne - =~  3+++; 8+ - 3+; 5+++ - sec tekst
B inok. direkte — - 34; 10+ 4+; 9+ 3(+); 6+; 1(+); 2,3,4,5,6,
9-4; 10+ 8(+); 10 8,9, 10
fgrst drevne  — +~ T7+++; 9++ - 9+ ++ 4+; 8(+); se tekst
9+++;
10+
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Fig. 5. TNV-testplantreaction. a) Tetragonia
expansa. b) Nicotiana tabacum ’Samsun’.

Tabel 3 b. TNV-indholdet i jorden. Separat inokulationstest af fangplantergdder for hver tredjedel af
de to prgvearealer A og B.

The TNV content of the soil. Based on inoculation tests of the roots of the bait plants made for every
third part of the two areas A and B.

6/12  11/1 11/2 11/3  4/4 6/5 11/6

I - (+) + +4+ + + ++
ATl + + - + -+ ++ = +4++  +++

HI .o = ++ + 4+ + ++ ++4+

1 = +++  ++ ++  + +++ ++

B II oo + +++ +++ = ++ +4++  ++

Ul oo + (+) +++ + + + 4 ++

Nogle af de ukrudtsplanter, der konstatere-
des at have et stort indhold af Olipidium bras-
sicae (se tabel 4 og 5) blev undersggt for even-
tuel TNV-infektion. Resultatet af dette frem-
gér af tabel 3 c, Byg (Hordeum vulgaris) op-
fgrt under den 6/12 og 11/1 er for bade areal
A og B’s vedkommende, planter fra kerner i
dekningshalmen sidste ar, mens Hordeum op-
fgrt under den 11/6 i tabel 3¢ er det nye
korn, der er vokset op i den omgivende mark.
Den gennemgiende tendens er, at byg kan

vaere TNV-inficeret (oftest lettere), mens sen-
nep ikke er det,

Som angivet under materialer og metoder
blev den mikroskopiske gennemgang af
ukrudtsrgdderne foretaget for hver tredjedel
af de 2 arealer A og B. En oversigt ved pro-
jektets afslutning viste dog, at der ingen signi-
fikant forskel var mellem de 3 stykker. Resul-
tatet af mikroskopien gengives derfor her i 2
tabeller, nr. 4 og 5, hvor hver af dem omfatter
alle undersggelser af felterne I, IT og III.

Tabel 3 c. TNV-indhold i rgdder af Olpidium-vertsplanter

TNV in the roots of the hostplants of Olpidium

6/12 11/1 11/2 11/3 4/4 6/5 11/6
A Hordeum+ Hordeum + + - Agropyrum-:- - - Hordeum-—:-
Poa annua-+
B Hordeum+- Hordeum+ + + - Stellarina media—  — - Hordeum—
Sinapis+ Sinapis— Sinapis—-
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Fig. 7. Nekroser pa rod af Phaseolus aureus ca. 48
timer efter inokulation med en blanding af TNV
og OQlpidium-zoosporer.

Fig. 7. Necrosis on a mung bean root appr. 48 hrs
Fig. 6. Augustasyge-symptomer hos tulipan. after it has been inoculated with a mixture of TNV
Fig. 6. Sympromes of Augusta disease in tulip. and Olpidium zoospores.

Fig. 8. Skematisk tegning af to stadier i agudviklingen af Pratylenchus neglectus (a og b) og et umo-
dent og et modent zoosporangium af Olpidium brassicae (¢ og d).

Fig. 8. Schematic diagram of two stages in the eggdevelopment of the nematode Pratylenchus neglectus
{a and b) and an immature and a mature zoosporangium of Olpidium brassicae (¢ and d).



I prgvefelt A er langt den stgrste koncentra-
tion og mengde af Qlpidium brassicae konsta-
teret i bygrgdderne. Det skal dog her bemer-
kes, at der ikke pd noget tidspunkt i mark A
blev fundet zoosporangier i rédderne af denne
art (se tabel 4). Dette kan have sin forklaring i,
at der ikke sker nyinfektioner i stubbenes dgde
rgdder. Det er igvrigt interessant, at de to gv-
rige graesarter, én-arig rapgres (Poa annua) og
.almindelig kvik ' (4dgropyrum repens) er de
nestvigtigste med hensyn til Olpidium-fore-
komst (med bade hvile- og zoosporangier).

Pa mark B (tabel 5) er byg ligeledes domi-
nerende med hensyn til hvilesporangie-fore-
komst, (At de slutter i marts skyldes for bade

A og B’s vedkommende, at der ikke var flere
bygstubbe tilbage pd prgvefelterne). Der er des-
uden her en enkelt gang konstateret et zoo-
sporangium pé& byg. Ved alle mikroskoperinger
af gul sennep er der fundet indtil mange zoo-
sporangier i rgdderne. Sporangiehalse og zoo-
sporeudtgmninger er iagttaget adskillige gange.
Ved to prgveudtagninger er der desuden kon-
stateret hvilesporangier. Byg og gul sennep
var si langt de dominerende varter for Olpi-
dium i prgvemark B, men den blev desuden
fundet i Stellaria media, Lamium rubrum og
de to grasser; Agropyrum repens og Poa an-
nua.

Tabel 4. Forekomst af Olpidium brassicae i rgdder af planterne udtaget pd forsggsareal A.
List of plants in which roots Olpidium brassicae has been observed on test area A.

Prgvetagningsdato

ASTOPDYIUM I€PENS . .\ 0 iureeaeiee e ennannnns
Artemissia vulgaris .................. ...,
Capsella bursa pastoris
Chenopodium album
Fumaria officinalis
Galeopsis tetrahit ............c. ...
Hieracium pilosella ................ooiviveenn.
Hordeum vulgaris 1) ......................c....
Hordeum vulgaris 2) ............ccoovviiinnnn.
Lamium rubruam

Myosotis arvensis
Poa annua ...........ccciiiiiiiriiiirnan
Polygonum aviculare .........................
Polygonum convolvolus .......................
Senecio vulgaris ...,

Stellaria media .............. . iiiniiiniriennn _

Veronica persica
Urtica urens

(0 = zoosporangier, * =

6/12 11/1 11/2 11/3 4/4 6/5 11/6
- - - *0 - - =
se wes e _ -
- % — — — —— _
- Lo o=l

hvilesporangier; hyppigheden er angivet ved fra 1-3 af disse tegn. + stir for,

at der ved mikroskoperingen hverken fandtes hvile- eller zoosporangier og — betyder, at der ikke pa den

pagzldende dato er udtaget prgve af denne art).
1) Byg fra dzkhalmen fra 1973,
2) Byg fra den omgivende mark i 1974,

(0 = zoosporangia; * = resting sporangia; the frequence is indicated by from 1 to 3 of these signs.
—+ states that neither resting nor zoosporangia have been observed, and — means that at the given date
no sample of the species concerned was taken at the given date).

1) Barley from the cover straw 1973,
2) Barley from the surrounding field 1974.
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Tabel 5. Forekomst af Olpidium brassicae i rgdderaf ukrudtsprgver udtaget pd forsggsfelt B.
List of plants in which roots Olpidium brassicae has been observed on test area B.

Preévetagningsdato

AGrOPYIum IEPeMS .. ... ..euneeneununnennnennnn
Brassica campestris ...........iiiiiiiianaaiann
Chenopodium album .................covvu.n.
Circium arvense ...........covveeeiiinnennennns
Fumaria officinalis
Hordeum vulgaris 1) ...................c....s.
Hordeum vulgaris 2) ........cccovviivunnenn.n,
Lamium rubrum

Myosotis arvensis
Poaannua ............oiiiiiiiii e
Polygonum aviculare
Senecio valgaris ....... ..ot
Sinapis alba . ...ttt e
Stellaria media ............ ...t
Taraxacum vulgare ................. ...t
Veronica persica

Tegnforklaringer som tabel 4.
For explanation of signs, see table 4.

Resultaterne gengivet i tabellerne 3 ¢, 4 og S
gav anledning til en nzrmere undersggelse af
i fgrste omgang sennep og bygs vartsegenska-
ber for TNV og Olpidium brassicae. Senere
blev den udvidet til at omfatte de 4 kornarter
samt sennep og gulergdder i et forsgg pa at
belyse, hvad der sker med smitten ved afgrgde-
skift efter et Augustasyge-angreb.

Der iverksattes fglgende infektionseksperi-
menter (i drivhus): Smitning af byg, havre, rug,
hvede og gulergdder ved vanding med udtraek
af Olpidium-inficerede rgdder tilsat TNV i ren-
fremstilling. Svampen blev pavist ikke blot at
kunne formere sig i alle disse 5 arter, men til-
lige at kunne overfgre viruset til samtlige. —
Virussmitten fgrte dog ikke i noget tilfelde til
systemiske infektioner i de grgnne dele af plan-
terne, og synlige rodsymptomer udvikledes kun
hos gulerod (Lange 1975). Med hensyn til sen-
nep er det ofte refereret (f. eks. Teakle 1962,
Temmink & Campbell 1969), at Olpidium bras-
sicae pd korsblomstrede udggr en ikke-virus-
overfgrende linje. For at efterprgve, om dette
var tilfeldet her, blev forspirede Phaseolus
aureus-rgdder lagt ned i en 1/2 time i en blan-
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ding af zoosporeudtraek fra sennepsrgdderne
sammen med et morteret, TNV-inficeret Tetra-
gonie-blad fra jordprgveinokulationerne. Pha-
seolus aureus-rgdderne blev herefter skyllet i
rindende vand og lagt i et fugtigt kammer; (for
vderligere beskrivelse af metoden se Teakle &
Yarwood 1962). Som det ses af fig. 7, frem-
kom mange og tydelige nekroser pa rgdderne
(fotograferet 48 timer senere), mens Phaseolus-
kontrolleddene med henholdsvis kun tilsat zoo-
sporeudtrek og kun TNV-inficeret blad, ikke
gav arsag til nekroser. Det er hermed vist, at
en Olpidium brassicae-linje, der kan overfgre
TNV - i hvert tilfelde til nogle planter — kan
formere sig p& sennepsrgdder.

Ved undersggelse af jordprgvernes nematod-
indhold blev der lagt serlig vaegt pd forekom-
sten af de virus-overfgrende nematod-slagter
Trichodorus og Longidorus. Den konstaterede
hyppighed af de to slegter fremgar af tabel 6.
De hyppigst fundne nematod-slegter var igv-
rigt Pratylenchus, Tylenchorhynchus, Ditylen-
chus, Aphelencoides, Tylenchus og Paratylen-
chus.



Tabel 6. Forekomst af Trichodorus (T) og Longidorus (L) i forsggsarealerne A og B;
for gvrigt nematod-indhold - se teksten
Occurrence and observed frequence of Trichodorus (T) and Longidorus (L) in the two areas
A and B. Concerning the other nematodes observed, see the list in the text above

Udtag.dato 6/12 11/1
Forsggsareal A 1 3T 3T
1L 3T 11T
I iT, 1L 1T
Forsggsarcal B I T 8T
1I - -
I 13T 14T
Diskussion

I foraret 1973 konstateredes et kraftigt sym-
ptomgivende Augustasyge-angreb. Gennem prg-
veudtagninger vinteren og foraret 1974 blev
det pavist, at bade Olpidium brassicae og TNV
var tilstede i marken, hvor angrebet forekom.

Til trods herfor registreredes kun ét sym-
ptomgivende angreb pd forsggstulipanerne i
1974. Smitteforholdene de to &r var imidlertid
ogsa forskellige, hvilket fremgar af fglgende:

Ved mikroskopering i juni 1973 af bygplan-
ter hidrgrende fra kerner i dekhalmen konsta-
teredes en hgj koncentration af Olpidium-hvile-
sporangier i rgdderne, hvorimod der ved tilsva-
rende undersggelser i juni 1974 kun pévistes
sporadiske forekomster af Olpidium; pa sam-
me tid indeholdt bygplanterne igvrigt heller
ikke TNV (se tabel 3c¢). Endvidere var ned-
bgrsforholdene forskellige de to forsggsar (se
tabel 1). Effekten af det tgrre forar 1 1974 for-
steerkedes af, at forsggsarealerne 14 i en korn-
mark uden at blive kunstvandet. En medvir-
kende arsag til det lave symptomniveau i 1974
har desuden utvivisomt veret den sene legning
af forspgslggene.

Olpidium brassicae. — Ve@rtsforhold.

Undersggelserne af ukrudtsrgdderne er gen-
nemfgrt ved direkte mikroskopering af rgd-
derne. Ganske vist ville en undersggelse for
forekomst af Olpidium ved mikroskopering af
et rodudtrek have varet betydelig hurtigere —
og ogsa i en vis forstand mere effektivt - men
herved ville der vere risiko for forveksling med

11/2 11/3 4/4 6/5 11/6
- 1T 3T 2T 9T
- T 1T T -
- - 2T 2T 3T
20T 5T 10T 3T 3T, 1L
- - 1T 2T 4T
- 43T 2T 23T 6T

andre svampes zoosporestadie. Desuden er det
af en vis betydning at registrere, om svampen
forekommer i et umodent stadie, i hvilesporan-
giestadiet eller i det mere virulente zoosporan-
giestadie.

Den tydeligste tendens i resultaterne vist i
tabel 4 og 5 er, at kornplanterne fra sidste ars
dzkningshalm er en vigtig ressource for over-
levelsen af Olpidium brassicae (i hvilesporan-
giestadiet).

Pi forsggsmark B var efterafgrgden i 1973,
gul sennep, den dominerende vart for Olpi-
dium-zoosporangier. Det er i denne undersg-
gelse fastsliet, at en vektorlinje af Olpidium
brassicae kan formere sig pa en plante tilhg-
rende de korsblomstrede, hvilket imgdegér op-
fattelsen, at Olpidium pa korsblomstrede udggr
en ikke virusoverfgrende linje (Teakle 1962).
Det er imidlertid ikke vist, om den observerede
store koncentration af zoosporangier helt til-
hgrer vektorlinjen, da det er muligt, at der er
mere end én linje af Olpidium tilstede.

For begge forsggsmarker var det karakteri-
stisk, at der til stadighed ikke registreredes
Olpidium i de fleste af de undersggte ukrudts-
arter, trods det, at der blev observeret vaekst i
ukrudtsarterne, og Olpidium fandtes i nogle
arter perioden igennem. Da de fleste af disse
arter er rapporteret som mulige varter for Ol-
pidium brassicae (Jacobsen 1943) tyder detie
pa en forholdsvis lille spredningseffekt, even-
tuelt suppleret af, at den tilstedevaerende Olpi-
dium-population har en vis vertsselektivitet.
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Angreb af Olpidium brassicae og TNV

i andre afgrgder.

Ved udtagning i marken og ved infektions-
eksperimenter er det pavist, at rug, hvede, byg,
have, sennep og gulerod alle kan fungere som
veert for TNV-vektorlinjen af Olpidium bras-
sicae.

Ved overfgringsforsgg er TNV-rodinfektion
ikke vist med sikkerhed for sennep, men deri-
mod for alle de gvrige. En systemisk infektion
af toppen af planterne er aldrig konstateret.

Det ville have varet af interesse for f.eks.
valg af dekningshalm, hvis der havde veret en
signifikant forskel i de 4 kornarters vartska-
rakter for henholdsvis Olpidium og TNV. Dis-
se forsgg har dog ikke kunnet pavise en sadan.

Selv. om TNV-infektionerne i de her om-
talte afgrgder er symptomlgse (pad neer i gule-
rod), kan det dog ikke udelukkes, at angrebene
kan have betydning for planternes vakst. En
nermere afklaring af dette forhold og dets
eventuelle betydning i praksis kraver omfat-
tende forsgg under bade drivhus- og mark-
vilkar.

Falles for alle de navnte arter er, at de
plantedele, der er angrebne af Olpidium og
TNV, bliver tilbage i jorden efter hgsten og
saledes udggr en fortsat smitterisiko.

Forekomst af Olpidium brassicae sammenholdt
med de registrerede TNV-angreb.

Tallene i tabel 3, 4 og 5 kan forklares ved,
at der i januar og februar pd begge marker
fandt en svag TNV-smitte sted. Nyinfektio-
nerne stoppede imidlertid i marts-april pa
grund af de ekstreme tgrkevilkar. (Det er her
svampen, der er den begrensende faktor, idet
TNV hele tiden i et vist mal frigjordes i jor-
den ved henfald af rgdderne fra sidste ars
angrebne planter).

I stedet for at regne med et fuldstendigt stop
for nyinfektioner i en vis periode, kunne en
konstant — lav — infektionsrate kombineret med
en evne hos tulipanerne til at »vokse fra« et
sporadisk angreb lige si vel forklare de regi-
strerede tal i de tidlige forarsméneder. Denne
eventuelle »selvkurering« kunne hange sam-
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men med, at tulipanrgdderne, da de fgrst kom
igang, voksede sarlig hurtigt pad grund af det
sene leggetidspunkt.

I maj—juni er infektionen startet med fornyet
styrke i forsggsmark B. Dette korrelerer med
en gget nedbgrsmangde i denne periode.

Forskellen mellem de to forsggsmarker kan
skyldes, at Olpidium-populationen i mark B
med sit stgrre indhold af zoosporangier reage-
rede hurtigere pd de forbedrede fugtighedsfor-
hold. Desuden kan en lokal forskel i nedbgrs-
mangde og eventuelt jordtype spille en rolle.

Selve livscyklus’en hos Olpidium brassicae
kan imidlertid ogsd medvirke til at kaste lys
over tabellerne 3, 4 og 5’s til tider manglende
korrelation: Denne svamps livscyklus — fra in-
fektion til ny zoosporeproduktion — er uhyre
kortvarig, ialt ca. 72 timer, hvilket medfgrer,
at man ved manedlige udtagninger kan ga glip
af selv store udsving i Olpidium-forekomsten,
selv om sidanne i reglen vil give &rsag til se-
nere registrerbare hvilesporangier i ukrudts-
rgdderne. Muligheden for, at sidanne kort-
varige udsving i Olpidium-forekomsten kan
vare afggrende, forsterkes af, at det ikke ngd-
vendigvis er de stgrste TNV- og Olpidium-
koncentrationer, der er afggrende, men tilste-
devaerelsen af gunstige smitteforhold i marken
(Smith, Campbell & Fry 1969).

TNV -angrebstyper hos tulipaner.

Der har i det ovenstiende varet omtalt for-
skellige grader af TNV-angreb. Hos tulipaner
arbejdes med fglgende 3 angrebsgrupper: 1)
Angrebet begranset til rgdderne; 2) Toppen
systemisk angrebet, men symptomfri; 3) Top-
pen systemisk angrebet og symptombarende.
Kassanis (1954) beskriver, at cgentlige Augu-
sta-symptomer udvikler sig aret efter, at selve
infektionen har fundet sted. Mowat (1970) re-
fererer, at en TNV-rodinfektion aret fgr ikke
ngdvendigvis fgrer til Augustasyge-symptomer
aret efter.

I afgrgden 1973 var ca. 50 pct. af tulipa-
nerne pi forsggsomrédet symptombearende.
Denne hgje infektionsgrad plus tilstedevaerel-
sen af Olpidium og TNV 1 marken peger imod,



at tulipanerne dette &r udviklede Augustasyge-
symptomer ud fra en infektion foregdet efter
legningen (primeer smitte). At dette er muligt
ses af, at der i forsggsiggene i 1974 udvikledes
én tulipan med Augustasyge-symptomer (se
tabel 3a og fig. 6) optaget kun 2 maéineder
efter legningen. Ved samme optagning regi-
streredes efter drivning 1 tulipan med latent
TNV-smitte i toppen. At ingen af de senere
inficerede tulipaner udviklede symptomer tyder
pa, at et tidligt smittetidspunkt er afggrende
i spgrgsmalet om symptomdannelse. Denne
observation supplerer van Slogteren & Asjes’
resultater fra 1970 giende ud pa, at tulipaner
er langt mere modtagelige for Augustasyge-
smitte, nir rgdderne endnu er Korte. — At
smittetidspunktet er vigtigt for symptomdan-
nelsen, udelukker dog ikke, at miljgfaktoren
er medbestemmende; 1. eks. er der en del, der
tyder pi, at en let sandjord vil give ferre syn-
lige Augustasyge-angreb end en tung jord. En
afklaring af dette vil dog krave yderligere
forsgg.

Bekempelse af Olpidium brassicae.

Overlevelsen af Olpidium i form af hvilespor-
angier er omtalt nogle gange i det ovenstiende,
men endnu et aspekt skal nevnes: Selv om der
kraves gunstige vilkar, for at hvilesporangierne
udvikler fritsvgmmende zoosporer, si vil en én
gang angreben mark have en betydelig res-
source af Olpidium-hvilesporangier i rgdder
og rodstykker, der vil udggre en potentiel smit-
terisiko s& lange, der ogsa er TNV tilstede i
jorden. Hyvilesporangierne vil kunne overleve
i jorden i et langt aremal (Campbell & Fry
1966), og de kan si at sige ikke rammes af
jordbehandlingsmetoder. Der arbejdes for gje-
blikket pa4 at finde alternative mader til at
rense jorden for Olpidium-infektion. Dette in-
vesteres der fortrinsvis i pa grundet salatdyrk-
ningen, fordi BVV (big vein virus), der lige-
ledes overfgres af Olpidium, kan forvolde en
betydelig nedgang i udbyttet af denne afgrgde
(Haeske 1958). Een af mulighederne er siledes
at forsgge at provokere hvilesporangierne til
at udvikle zoosporer pa et tidspunkt, hvor jor-

den er totalt renset for mulige verter. Zoo-
sporernes levetid er begrenset til timer, sa-
fremt de ikke finder en egnet vart. Det for-
spges at opnd dette ved behandling af jorden
med ethylen under en eller anden form (Gold
pers. comm. 1974).

Nematodpopulationen.

Nematodundersggelsen viste, at Trichodorus
(tabel 6) for begge arcalers vedkommende fore-
kom i en nogenlunde jevn population. De
kvantitative udsving samt mangelen pa fore-
komst i de fleste af prgverne den 11/2 kan
skyldes udtagningen og opbevaringen. Det mest
bemarkelsesveaerdige ved denne tabel fremkom-
mer ved sammenligning med virustesten af
jordprgverne (tabel 3 b), hvor der pa intet tids-
punkt blev konstateret tilstedevarelse af rattle
virus (undersggt ved bade symptomaflesning
og EM-undersggelser — se materialer og meto-
der).

Enkelte gange er Longidorus-slegten pavist
i jordprgverne (tabel 6). Dette fremh®ves i
denne sammenheng péd grund af, at denne
nematodslegt er vektor for visse spheriske
vira. Mali & Hooper 1974 beskriver saledes
Longidorus euonymus som vektor for den
sphariske Euonymus mosaik virus (EMV), og
dette virus er samtidig beskrevet som overfgrt
af Olpidium brassicae. Nerverende undersg-
gelse viser dog ingen sammenhzng mellem
nematod-forekomsten og TNV-infektion af
tulipanerne.

Ved jordprgvegennemgangen sa vel som ved
ukrudtsundersggelsen blev undersggelsens ene-
ste migrerende, endoparasiteere nematod, Pra-
tylenchus neglectus konstateret adskillige gan-
ge, bade i mg-stadiet og i det bevagelige stadie.
Det tidlige sgstadium er meget distraherende
ved sddanne undersggelser, da det til forveks-
ling i form og placering ligner unge Zzoo-
sporangier af Olpidium brassicae (se fig. 8).

Konklusion ,

Underspgelsen viser, at kornplanter vokset op
fra kerner i tulipanmarkernes dakningshalm,
kan fungere som vaert for Olpidium brassicae’s
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opformering. Det er ligeledes konstateret, at
disse planter kan vare TNV-angrebne. Hvor
vaesentligt dette er for den faktiske viderebrin-
gelse af smitten er ikke fastslaet.

Pa grundlag af konstaterede Olpidium-an-
greb pa Sinapis, der pa en af forsggsmarkerne
var anvendt som efterafgrgde for tulipaner,
er det vist, at en vektor-linje af denne svamp
kan fuldende sin livscyklus i en Crucifér.

Endvidere er det pavist, at bade Olpidium
brassicae og tobak nekrose virus kan inficere
rgdder af rug, hvede, havre og gulergdder.
Resultaterne rummer ingen signifikant forskel
i disse planters egenskab som veert for hver-
ken viruset eller vektoren.

En erfaring fra dette forsgg er, at en direkte
korrelation mellem fluktuationerne i Olpidium-
forekomsten i ukrudtsrgdderne og tidspunktet
for TNV-infektion af tulipanerne kun kan an-
stilles, sdfremt man foretager meget hyppige
préveudtagninger.

Den meteorologiske faktor kan ligeledes kun
bruges i detaljer ved fortolkningen, sifremt
maélingerne foretages pa stedet. Begge disse for-
hold skyldes Olpidium brassicae’s effektivitet
som TNV-vektor og dens korte livscyklus med
den deraf fglgende evne til en hurtig reaktion
pa ®ndrede kar.

Resultaterne af de her refererede forsgg
kombineret med egen erfaring og litteratur-
opgivelser viser, at den stgrste risiko for alvor-
lige Augustasyge-angreb pa tulipaner forekom-
mer, nar efterdret og begyndelsen af vinteren
er vad og uden frost. Dette giver Olpidium de
bedste formeringsmuligheder pa et tidspunkt,
hvor 1ggene er modtagelige for et angreb, der
senere vil blive symptomgivende.

Erkendtlighed ,

Jeg gnsker at takke forvalter Arne B. Jgrgen-
sen, Hgrbygird, og lggavler Uffe Hansen,
Tuborgvej, Farevejle, for den velvilje, hvor-
med de stillede areal til radighed for disse for-
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