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Forord

Tema for detta nummer av Vixtskyddsnotiser dr ”Virusforskning i Norden”. Virus-
sjukdomar, dess spridning och bekdmpning 4r ett stort omrade inom vixtskyddet, och
virusforskningen ett viktigt &mnesomrade som vi pa detta sitt vill lyfta fram och belysa.
Vi har artiklar som beskriver savil virusforskningens utveckling och historia, som glimtar
av det som &r aktuellt pa de olika institutionerna runt om i Norden.

Vi“a'r myckejt glada Over det goda gensvar vi fatt frin nordiska forskare, och jag vill
framf6ra vart hjértliga tack till samtliga forfattare som bidragit med artiklar. Det ir var

férhoppning att forfattarna kénner att de fir nigot tillbaka i kontakten med lgsarna av
Vixtskyddsnotiser.

) I ag vill ocksd passa pd att hilsa Erik Képmans vilkommen som vikarierande redaktor
for Vixtskyddsnotiser under ordinarie redaktdrens tjinstledighet dterstoden av 1995.

Snorre Rufelt
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Virus pa
hagebruksvekster i Norge

Dag-Ragnar Blystad

Hagebruksvekstene utgjgr en stor gruppe av forskjellige planter og tilhﬁren:ie
virusproblemer. P4 Planteforsk, Plantevernet i As, Norge, har det de siste arene pagatt
flere prosjekter angdende virus i blomster, beer, grgnnsaker og grgntanleggsplanter.

Mye av arbeidet har dreid seg om tilpassing/
utvikling av diagnosemetoder og testing for virus
i forbindelse med fremavl av friskt plantemateri-
ale og testing i forbindelse med forekomst av
farlige skadegjgrere. De siste fem rene har det
blitt arbeidet med flere forskjellige virus/vekst-
kombinasjoner.

Pelargonium

Pelargonium er med i fremavissytemet. Under-
sgkelser viste at pelargonium-blomsterspetning-
virus (pelargonium flower-break virus) var van-
lig forekommende. Vi har fremstilt et antiserum
mot dette viruset og optimalisert immunosorbent
elektronmikroskopi for 4 teste for dette viruset i
pelargonium (Blystad 1993a).
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Julebegonia

Julebegonia (Begonia x cheimantha) er en av-
holdt juleblomst i Norge. Det har blitt arbeidet
med 4 identifisere/karakterisere noen virusisolater
som har blitt isolert fra enkeltplanter med virus-
lignende symptomer. Det har blitt isolert et poty-
virus og et kuleforma virus som forelgpig ikke
harkunnetidentifiseres somnoe somer beskrevet
tidligere (Blystad 1995b).

Stjerneklokke

Stjerneklokke (Campanula porscharskyana) har
blitt tatt opp i fremavl. Det viste seg imidlertid at
den bl4 sorten var infisert av tomatsvartringvirus
(tomato black ring virus) og den kvite sorten var
infisert av et kuleformet virus og et carlavirus
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Mosaikk i julebegonia (Begonia x cheimantha), sann-
synligvis fordrsaket av et potyvirus. - Mosaic in Bego-
nia x cheimantha, probably caused by a potyvirus.

(Blystad 1993c). Den bl sorten har blitt renset
ved hjelp av meristemskjering og utvalg. I den
kvite sorten var det mulig & finne virusfrie planter
ved utvalg uten forutgdende meristemskjering.
Carlaviruset har blitt neremere beskrevet av
Bracklo (1994).

Bringebeer

Virussymptomer er svaert fremtredende pé bringe-
baer i enkelte viktige dyrkingsomrdder. For 4
finne ut mer om forekomsten av det pollenover-
fgrte virusetbringeber-dvergbuskvirus (raspberry
bushy dwarf virus) i Norge, gjorde en hovedopp-
gavestudenten kartlegging ved d samle inn prgver
fra hele landet og teste disse ved hjelp av ELISA.
Det ble pavist virus i en rekke fylker og sorter.
Stgrst var forekomsten i Sogn og Fjordane i
sorten *Veten’ (Mittet 1994).

Melon-nekroseflekkvirus

Dette viruset har i flere r gjort skade i veksthus-
agurk i et gartneri. Det har blitt utfgrt en hoved-
oppgave pa identifisering, vektoroverfgring,
smitteveier, etc (Nes 1993).

Grgntanleggsplanter

Plantevernet har vert engasjert i arbeid med 4
underspke hva slags skadegjgrere som fglger
med importerte og norskproduserte grgntan-
leggsplanter. Vi har i den sammenheng arbeidet
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spesielt med 4 kartlegge virusforekomsti Clema-
tis og stauder (Blystad 1993b, Borgeraas 1991,
Netland et al 1995)).

Tomatbronsetoppvirus

Vi har arbeidet med pavisning av tomatbronse-
toppvirus (tfomato spotted wilt virus) 1 Dahlia og
andre vekster der en har hatt mistanke om infeksjon
av dette viruset. Det har heldigvis ikke veert noen
spredning av dette viruset i handelsgartnerier
enna.

Immunosorbent elektromn-
mikroskopi (ISEM)

Plantevernet hadde et forskningsradprosjekt i
perioden 1991-94 pa utvikling og tilpassing av
denne ISEM-teknikken. Vi har arbeidet med §
optimalisere testen til testing av pelargonium for
pelargonium-blomsterspetningvirus og ellers
andre virus/vertplantekombinasjoner der denne
teknikken er fordelaktig (Blystad 1995a, Blystad
et al 1995, Nass et al. 1995).
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[
Melon-nekroseflekkvirus
[
i agurk
Dag-Ragnar Blystad & Bjprg Nes
Bladnekroser i veksthusagurk viste seg a vaere forarsaket av et kuleformet virus som
bare infiserte planter i gresskarfamilien (Cucurbitaceae). Pa grunnlag av partikkelform,

serologisk slektskap (immunosorbent elektronmikroskopi), spredningsmate (jordboende)
og vertplantekrets, er viruset identifisert som melon-nekroseflekkvirus (melon necrotic

Blystad, D. -R. 1995. Virus on garden plants in Norway. Vixtskyddsnotiser 59: 2, 32-34.

Abstract

Garden plants consists of numerous species with appurtenant virus diseases. Several studies on
e.g. potplants, raspberries, cucumbers and tomatoes are carried out at the Plant Protection Centre
of the Norwegian Crop Research Institute at As, Norway.
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spot virus).

Melon-nekroseflekkvirus (melon necrotic spot
virus), MNFV, har forarsaket skade p& agurk
dyrketisteinull eller jord i Nederland og England
(Bos et al. 1984, Tomlinson & Thomas 1986).
Blant de nordiske landene er viruset pavist i
Sverige der det har gjort skade i melon (Rydén &
Persson 1986).

Dette viruset spres av soppen Olpidium radicale
og infiserer nye planter gjennom rgttene. En kan
imidlertid ikke utelukke at det kan skje noe
smitting fra plante til plante ved stell av kulturen.

I en agurk-kultur pa @stlandet oppstod det pa
slutten av 80-tallet nekrotiske symptomer i blad-
ene. Dyrkeren hadde sett symptomer i flere ar fgr
vi péviste virus. Denne virussjukdommen har
blitt nzermere undersgktiethovedoppgavearbeid
(Nes 1993).
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Materiale og metoder

Det ble hentet bladprgver, veksttorv og rotmasse
fra gartneriet hos dyrkeren. Bladprgver ble
inokulert til Chenopodium quinoa og agurk
(Cucumis sativus *Farbiola’) i fgrste omgang.
Senere ble virusisolatet inokulert til en videre
krets av testplanter.

Elektronmikroskopi og immunosorbent elek-
tronmikroskopi (Milne & Luisoni 1977) ble
benyttet for d undersgke viruspartiklenes form og
serologisk slektskap. Rotvev ble undersgkt for
sporer av Olpidium radicale ved hjelp av lys-
mikroskopi.

D. Maat ved IPO (Wageningen, Nederland)
var velvillig og forsynte oss med antiserum mot
tobakknekrosevirus (tobacconecrosis virus), TNV
(soil” ) og MNFV.
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Resultater

Sjukdomsbeskrivelse

MNFV har bare blitt pavist i ett gartneri. I dette
garteneriet dyrkes det agurk i flere veksthus, men
angrep med tydelige bladsymptomer er mest
utpreget i ett av husene der det dyrkes agurk fra
februar til november med en omplanting i
ménedsskiftet juni—juli.

Plantene dyrkes i torvbedd pé betong-under-
lag. Torva skiftes etter hver sesong og huset
vaskes og desinfiseres med formalin. Vannings-
vannetkommer fraegen dam omlag 100 meter fra
veksthusene.

Det opptrer forst og fremst symptomer pa
hgstholdet. Symptomene starter gjerne med smé,
lysegrenne flekker som senere blir nekrotiske.
De nekrotiske flekkene vokser slik at til slutt hele
bladet visner. Forekomsten av infiserte planter
varierte i huset. Det kunne forekomme spredte
planter i rekkene som var infisert. Ofte to, tre
infiserte, deretter friske fgr neste gruppe med
infiserte planter.

Jordsmitte

Torv med rotmasse fra omréder i torvbeddet der
det stod smitta planter ble blandet inn i pottejord.
Ner vi sddde agurk i disse pottene med smitte,
utviklet agurkplantene typiske MNFV-symp-
tomer.

Nekroser 1 agurk forérsaket av melon-nekroseflekk-
virus. - Melon necrotic spot virus in cucumber.
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Saftinokulering og testplanter
Saftinokulering avinfisert bladmateriale til agurk
(Cucumis sativus) ferte til at agurkplanta ble
infisert lokalt i inokulerte frgblad og senere
systemisk og utviklet lignende symptomer som
de orginalverten hadde. Fglgende sorter av agurk
bleinokulertog viste symptomer:’Levo’, ’Rhinsk
Drue’, ’Farbiola’, *Crispy Salad’, og 'True
French’.

Folgende arter og sorter ble bare infisert lo-
kalt: Citrullus vulgaris’Sugar Baby’ og Cucumis
melo "Minnesota Midget’.

Fplgende arter og sorter ble ikke infisert i det
hele tatt: Brassica campestris, Chenopodium
quinoa, Cucurbita pepo 'President’, 'Pynte-
gresskar’, *Vegetable Marrow’ og *Cream of the
crop’, C. maxima ’Kjempemelon’, Cucurbita
ficifolia, Lactuca sativa ’Patty’, Nicandra
physalodes, Nicotiana benthamiana, N. cleve-
landii, N. occidentalis -37B, N. megalosiphon,
N. tabacum ’Xanthi’, Pisum sativum *Kelvedon
Wonder’, Tetragonia expansa og Vicia faba
’Pirhonen’.

Elektronmikroskopi

Negativ farging av viruspreparater viste at viruset
hadde kuleformede partikler ca 30 nm i diameter.
Virusisolatet reagerte positivt med antiserumet
mot MNFV fra Nederland, men ikke med
antiserum mot TNV.

Vektor

Ved undersgkelse av rgttene fant vi sporer som
lignet sporene som O. radicale danner, bade
kvilesporer, zoosporangier 0g ZOOSPOrer.

Diskusjon

Testplantercaksjonene er lik de som er beskrevet
for MNFV hos Bos et al (1984), Partikkelform og
stgrrelse er ogsé lik det som er beskrevet for dette
viruset. Nar vi ogsd finner en positiv reaksjon
med antiserumet mot MNFV som er lagd i Neder-
land, tyder det p& at deter MNFV vi harisolert fra
de nekrotiske agurkplantene.
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Det er ukjent hvordan smitten kan ha etablert
segidet gartneriet der den finnes. Vikjenner ikke
til alternative vertplanter for dette viruset. Det er
kjent at O. radicale kan infisere mange slags
plantearter (Lange & Insunza 1977). Det kan
derfor veere at det finnes en ukjent, alternativ
vertplante ogsd for MNFV blant ville vekster
eller ugras. Det kan ogsé vare at smitten kan ha
kommet inn i gartneriet lang tid tilbake ved
smittede planter eller frg, og at smittenivéet har
bygd seg opp over ar til det nd forarsaker
gkonomisk skade.
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Abstract

necrotic spot virus, MNSV.

Blystad, D. -R. & Nes, B. 1995. Melon necrotic spot virus in cucumber.

Leaf necroses in greenhouse cucumber was shown to be caused by a spherical virus only
infecting species in the Cucurbitaceae family.

Afterstudies of particle shape, serological relationships (immunosorbentelectron microscopy;
ISEM), virus transmission and the range of host plants the virus was identified as the melon

Vixtskyddsnotiser 59:2, 1995
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DANMARK

Virus Research at
the Danish Institute of
Plant and Soil Science

Merete Albrechtsen, Elisabeth Johansen, Gorm Palmgren,
Karen Bech, Karen Husted & Steen Lykke Nielsen

The major part of the plant virus research in Denmark is carried out at the Danish
Institute of Plant and Soil Science, partly in Department of Plant Pathology and Pest
Management, and partly in the Biotechnology Group. These two departments share
buildings and facilities in Lyngby and collaborate closely.

The virus research at the Department of Plant
Pathology and Pest Management is oriented both
towards horticultural and agricultural virus
diseases.

Ornamental plants and
vegetables

The research comprises viruses in pot plants,
bedding plants, herbaceous perennials and
vegetables grown in the greenhouse and outdoors.
Research projects are initiated according to dem-
and; at the moment especially Kalanchoé and
Euphorbia are investigated.

Production of nuclear stock plants

The Danish Institute of Plantand Soil Science has
through many years built up a testing system for
production of nuclear stock plants free from
specified pathogens: from comparative trials the
best clone, genetically stable and true to type, is
chosen and from this plant a cutting is established
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under strict hygienic conditions often in a specia-
lized firm selling certified cuttings to growers.
Stem and leaf material just below the established
cutting is tested according to the official rules
given by the Plant Directorate. Testing demands
might include specified viruses, bacteria, fungi
and pests, depending on the actual plant species.
The candidate material is repeatedly tested at
several time intervals to ensure there are no latent
infections before the material is approved as a
nuclear stock plant. Nuclear stock plants ate
renewed after a certain schedule, and every time
retested for pathogens. The stock plants atre
regularly inspected for symptoms and randomly
taken samples are tested.

Virus tests are performed as inoculation to
indicator plants or serological tests, ELISA or
ISEM. Often a combination of the methods is
used. If a variety turns out to be totally infected
with a virus meristem tip-culture, often in combi-
nation with heat treatment, is used to eliminate
the virus.
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Diagnosis of virus diseases

Plants with virus-like symptoms are received
from the advisory service, the Plant Directorate
and growers and tested by the abovementioned
methods fo establish the cause of symptoms.

Associations of growers who make com-
parative trials to find new plant varieties send
material to be tested for tomato spotted wilt virus
(TSWV/INSV) before establishing the cuttings.
Denmark has been a protected zone in EU for this
virus since 1993 which means that TSWV/INSV
are not found in Denmark.

Antiserum is produced and new and more
sensitive methods are introduced, e.g. a PCR
testing system for TSWV/INSV is being investi-
gated.

Euphorbia pulcherrima

In the variety "Freedom’ Poinsettia mosaic virus
(PnMV) was eliminated by meristem-tip culture.
An antiserum has been raised against PaMV.
Further research on the branching factor as well
as the influence of PnMV infection on plant
growth is carried out.

Kalanchoé blossfeldiana

A growth reduction and systemic mosaic is
registered inmany varieties showing characteristic
"green islands’. A new virus, Kalancho& mosaic
potyvirus (KMV), has beenisolated as the causing
agent (Husted et al. 1994),

All varieties of Kalanchoé blossfeldiana are
susceptible to KMV but latent infections are seen
especially in varieties with thick-skinned dark
green leaves. Symptom expression varies with
season being most distinct in periods of vigorous
growth and in young plants. After mechanical
inoculation several Kalanchoé spp. were latently
infected with KMV, but comprehensive screening
for natural infection in these species has not been
carried out.

Antiserum has been raised against the virus
and ELISA is recommended for routine testing.
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Kalanchoé blossfeldiana ’ Attraction’. Left: Healthy
leaf. Right: leaf systemically infected with Kalanchog
mosaic potyvirus (KMV),

In collaboration with the Danish Kalancho#
growers, a project is running with the aim to
establish KMV free stock material.

KMYV is spread by aphids and in cuttings from
infected motherplants. Another potential, but as
yet unproved, source is recirculating water sys-
tems. The importance of the different ways of
spread is now under investigation.

Agricultural crops

The main activity is research on viruses in potato
while for other agricultural crops the department
will performtests as required with special attention
towards quarantine viruses, as for example beet
necrotic yellowing vein virus and barley yellow
mosaic virus. The last one was in fact, along with
barley mild mosaic virus, recorded for the first
and only time in Denmark in 1992.

The research projects on potato viruses
comprise spraing in tubers, potato virus Y and
The Danish Potato Nuclear Stock Collection.

Spraing in tubers

Spraing caused by tobacco rattle virus (TRV) and
potato mop-top virus (PMTV) is a big problem in
Danish potato growing. In recent years the re-
search has been focused on PMTYV. Polyclonal
antiserum has been produced and a test of soil
samples using bait plants has been established.
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Danishisolates of PMTV have been characterized
biologically, the distribution of spraing caused by
PMTYV in Denmark has been mapped and the
influence of physiological age of tubers, the
temperature during wound healing and storage
period on development of spraing have been
investigated (paper in preparation).

The susceptibility of different potato cultivars
to spraing caused by TRV and PMTV has been
characterized for years in field trials (Nielsen &
Engsbro 1992). Work will be started this year to
develop a semifield test comprising a method to
multiply the two virus infected vectors.

Detection of TRV and PMTV by polymerase
chain reaction (PCR) should be started this year.

Potato virus Y (PVY)

The Department takes part in an EU-project: " The
directdetection of virus by means of apolymerase
chain reaction based method in dormant tubers of
Solanum tuberosum to improve the quality of the
crop’. The main objective of the project is
accordingly to develop a system to detect the
mostimportant viruses directly in dormantpotato
tubers. At the moment most tests are made on
shoots after artificial breaking of dormancy. It is
a labour intensive and expensive method and
along with this, the sensitivity is not always that
high. Six different laboratories take part in the
EU-project and each laboratory works on one or
two viruses. We are dealing with one of the most
important potato viruses, namely PVY. We have
designed primers specific for PVY and are now
testing them on different kinds of material. Since
the PCR procedure has to be standardized and
adapted forroutine testing, much of the effort will
be concentrated on this aspect.

The tuber necrosis ringspot strain of potato
virus Y (PVY) has become an increasing problem
in Denmark in recent years. Danish isolates have
been collected and compared with foreignisolates
with respect to their symptom expression in
indicator plants. Some differences have been
recorded. We have notyetsucceededin producing
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necrotic ringspots in tubers of healthy potato
plants inoculated with isolates of PVY, NTN but
a new attempt will be made in 1995,

- The Danish Potato Nuclear Stock

Collection
The collection is situated at the department. The
programme consists of three parts:

1. Establishment of meristem tip cultures of new
potato cultivars entering the collection and
testing them for viruses and viroids.

2. Maintainance of acollection of about 70 potato
varieties as in vitro plants.

3. Production of in vitro plants to be used in
production of first generation of pathogen free
seed tubers.

Further work will concentrate on establishment
of serological tests of South American quarantine
viruses.

Genetic engineering

Most of the work in the Biotechnology Group
deals with molecular plant breeding (genetic
engineering). Some of our projects are directly
aimed at producing transgenic plants with
improved characteristics, while other projects
start at a more basic level by trying to identify the
genes and gene products responsible for certain
traits.

About 40% of our resources are spent on virus
research. At present we are concentrating on two
potyviruses, potato virus Y (PVY) and pea
seedborne mosaic virus (PSbMV).

Genetically engineered virus

resistance

A significant part of our virus work is aimed at
developing and testing new strategies for
genetically engineered virusresistance. The start-
ing point for this work is the observation, that
transgenic plants expressing a virus gene often
show resistance against the virus from which the
gene is derived.
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Tobacco plant transformed with the PVY coat protein
gene (left) or normal control plant (right), 4 weeks after
inoculation with PVY. The transgenic plant shows no
virus symptoms.

We have introduced the coat protein gene
from PVY strain Ninto the Danish potato cultivar
"Folva’ and have obtained at least four indepen-
dent transgenic lines with a high degree of
resistance against all PVY isolates tested.

Itis still not clear why the expression of a virus
gene in a plant can make the plant virus resistant,
but it seems that different mechanisms may be
operating in the case of different viruses. Several
studies suggest that for potyviruses and a few

PSbMV P1
PSbMV P4 _

PSbMV 4111 6kD1

other virus groups, the resistance is caused by the
RNA transcriptof the inserted gene, which some-
how induces a virus-specific RNA-degrading
mechanism, rather than by the protein product of
the transgene. Examples of virus resistance caused
by untranslatable virus genes (which carry a
mutation that prevents the protein from being
produced) have been reported. This is interesting
for two reasons: First, transgenic plants that only
produce a foreign RNA but no foreign protein,
mightbe more acceptable to consumers and might
more easily be approved by the authorities for
practicaluse. Second, the postulated RNA-degrad-
ing mechanism is interesting as a biological
phenomenon and could be relevant to some of the
unexpected results seen with transgenic plants
(the so-called co-suppression effect, where an
inserted gene may stop being expressed when
plants are made homozygous or when several
gene copies are inserted at once).

We are now studying these phenomena by
introducing translatable and untranslatable
versions of several genes from PSbMV into
Nicotiana benthamiana and, as part of an EU
collaboration, into pea. Furthermore, we are
experimenting with the effect of producing
modified coat proteins in transgenic plants, the
idea being to interfere with either the coating or
uncoating of the infecting virus.

Plant/pathogen interactions
UsingPSbMYV as a model system, we are studying
seed transmission, systemic transport, and specific

AAA

6kD2

PSbMV 1114 6kD1

6kD2

Qenome map of PSbMV P1 (light gray), P4 (dark grey), hybrid 4111 and hybrid 1114. PSbMV P1 and hybrid 4111
infect Chenopodium quinoa systemically. P4 and hybrid 1114 cause only local infection of the inoculated leaf.
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Symptoms induced by PSbMV P1 on uninoculated
systemically infected leaves of C. quinoa.

resistance as well as non-host resistance. Our
main approach is to use gene technology to
produce hybrids between PSbMYV isolates, which
differ in their ability to be seed transmitted, to
systemically infect certain host plants, etc. By
analysing the phenotype of the hybrids, we can
identify the virus genes that govern these char-
acteristics.

So far, we have identified the virus genes that
determine the seed transmission rate in pea, and
the gene that interacts with the specific PSbMV
resistance gene sbm1 inpea. Ournext goal will be
toidentify the plant proteins and genes thatinteract
with the virus genes and gene products. Eventually,
this knowledge should make it possible to design
new strategies for creating virus resistance based
on manipulating or mimicking the natural
resistance mechanisms of the plants.
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Diagnostica

We also produce reagents for antibody-based or
DNA-based assays for viruses and viroids and
carry out such tests as required (e.g. screening for
potato spindle tuber viroid), though these activities
are increasingly being transferred to our colleagues
in Department of Plant Pathology and Pest Mana-
gement.
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FINLAND

Plant viruses at the
University of Helsinki, Finland

Jari Valkonen

Several lines of research on plant viruses have been developed at the University of
Helsinki since 1990, mainly at the Department of Plant Production (Institutionen for
viixtproduktion) and the Institute of Biotechnology. Most of the studies are concentrated

on potato viruses.

Studies at the Department

of Plant Production

The two main programs on plant viruses are
molecular biology of potato virus Y (PVY) and
engineered resistance to PVY in potato (Tuula
Pehu, Tuula Miki-Valkama and professor Eija
Pehu), and natural genes and mechanisms for
resistance to viruses in potato (Jaana Himéldinen,
Ulla Malkamiki and Dr. Jari Valkonen). PVY
has been chosen for studies due to its intrinsic
importance in domestic and global potato
production.

Molecular studies on PVY have been focused
on the viral gene P1 coding for a non-structural
protein and its functions during the virus life
cycle in plants. P1 has also been used to engineer
anovel type of virus resistance in potato plants.
Transgenic potatoes carrying the gene P1 are
extremely resistant to the strain of PVY, from
which P1 was isolated. Studies are in progress to
modify the P1 gene in order to obtain resistance
functional against a broader range of viruses.

Thenatural mechanism of resistance to viruses
in the wild potato species Solanum brevidens is
likely to be associated with restricted cell-to-cell
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spread. Therefore, fundamental aspects of virus
movement in plants are of particular interest.
Solanum brevidensis extremely resistant to many
viruses with global importance, such as PVY,
potato virus A (PVA) and potato leaf roll virus
(PLRYV). Transfer of virus resistance from S.
brevidens to cultivated potato has been achieved
using somatic fusion and tissue culture techniques,
which are carried out in collaboration with Plant
Breeding Research, Finnish Agricultural Research
Center, whereas sexual hybrids have also been
obtained in a collaborative project with the Inter-
national Potato Center (CIP). New natural sources
of comprehensive virus resistance in cultivated
and wild potato species are investigated in colla-
boration with Boreal Plant Breeding. Recently,
molecular mapping and isolation of genes for
virus resistance was initiated as a joint project
with Cornell University, USA.

Studies at the Institute of
Biotechnology

An active group of plant virologists is working at
the Institute of Biotechnology under the super-
vision of professor Mart Saarma. The entire
genome of PVA (Ulo Puurand) and cocksfoot
mottle virus (CIMV) (Kristiina Mikinen) have
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Expression of hypersensitive resistance to PVY results
inthe development of necrotic lesions on potato leaves.
Photo: Jari Valkonen.

been sequenced. AninfectiouscDNA of PVA has
been obtained, which will permit direct examina-
tion of specific functions of the PVA genes. This
is important, because PVA is closely related to
PVY and a member of the largest and most
important group of plant viruses, namely poty-
viruses. Gene-for-gene interactions between the
products of PVA genes and potato resistance
genes are studied in collaboration with the De-
partment of Plant Production (J. Valkonen).
Studies on CfMV have revealed that CEIMV (a
sobemovirus) utilizes a-1ribosomal frameshifting
strategy, resembling the one previously described
for luteoviruses such as PLRYV, in the production
of replicase. Studies on CfMV have been carried
out in collaboration with the Norwegian Plant
Protection Institute (Dr. Vigfried Naess).
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Molecular mechanisms of resistance to PVY
and PLRYV are investigated in transgenic tobacco
plants expressing viral coat proteins (Kristiina
Mikinen). A novel type of engineered virus
resistance with potentially broad effectiveness
has been developed by transferring a mammalian
virus resistance mechanism to plants (Dr. Erkki
Truve and M. Saarma). Thisresistance is achieved
by expressing in plants a 2-5A synthetase gene,
which in mammals, and most probably also in
plants, activates a mechanism which results in
rapid degradation of the viral double-stranded
RNA. Production of transgenic plants with
resistance to viruses has been carried out in
collaboration with Kemira AGRO Oy and the
Estonian Academy of Sciences.

Recently, studies have been initiated with the
Department of Plant Production (J. Valkonen) to
reveal biochemical processes, which resultin cell
death following activation of plant genes for
hypersensitive resistance to viruses (Outi Sorri
and Tero Kuittinen).

Educational objectives

Educational aspects are highly emphasized in the
studies on plant virology and virus resistance at
both institutes. Most of the researchers involved
are preparing a doctoral thesis or have recently
graduated with a doctoral degree. Additionally,
several theses for a lower graduation degree are
being prepared or have been completed under the
above described research programs, which are
also members in the Biocentrum Helsinki initiative
forming an umbrella organization composed of
top expertise in molecular biology in Helsinki.
Both institutes have organized several courses in
plant and viral molecular biology.

Good connections to several European and
American institutes enable the students to carry
out their studies partially in foreign countries.
Participation in international conferences and
presentation of the research results in English
also serve for educational purposes. The results
of research are published exclusively in interna-
tional scientific journals.
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The reason why potato and viruses have been
chosen for studies in Helsinki is that the applied
and molecular studies on viral and plant genes
and their function, genetic transformation of plants
and analysis of transgene expression, and
molecular mapping for resistance genes in potato
are examples of reasearch areas which can be
applied to many agronomically important traits
and to most, if not all crop species and organisms.
They are, therefore, excellent objectives of studies
from an agricultural and educational point of
view. Specialists with good knowledge in these
fields of science are expected to be strong
candidates alsoin the international labour market.
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FINLAND

Vaxtvirusforskning vid
Lantbrukets forskningscentral

Anja Kuusela & Anne Lemmetty

Den viixtvirologiska forskningen vid Lantbrukets forskningscentral i Jokioinen, Fin-
land, #r i huvudsak inriktad pa birvixternas virussjukdomar samt virus pa potatis.
Flera av projekten gors i samarbete med olika universitet i Finland.

Lantbrukets forskningscentral i Jokioinen grun-
dades ar 1898 och fungerar som ett expert-
dmbetsverk understillt jord- och skogsbruks-
ministeriet. Lantbrukets forskningscentral be-
framjar livsmedelsnéringarnas konkurrensfor-
maga, landsbygdens livskraft och bevarandet av
en trivsam livsmiljo genom att producera forsk-
nings- och utvecklingstjinster. Forskningspro-
jektenrorlivsmedelsproduktion, djurproduktion,
akervixtproduktion, trddgardsproduktion, lant-
bruksteknologi och miljoforskning.

Forskningsanstalten for vixtskydd arbetar
inom tre forskningsomraden: vixtsjukdomar,
ogriis och skadedjur. Vid avdelningen for vixt-
skydd finns tio forskare, varav tva dr virologer,
specialiserade pad triddgirdsvixternas virus-
sjukdomar respektive dkervéxternas viroser.
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Virus pa barvédxter

Dadet giller tridgardsviixternas viroser har forsk-
ningen under de senaste aren koncentrerats till
barvixternas virussjukdomar. Ett projektbehand-
lar virusgulsot pa hallon, orsakat av hallondvérg-
buskvirus (RBDV). Projektet genomfors i samar-
bete med universitetet i Kuopio och behandlar
testmetoder for viruset samt hur viruset pdverkar
olika Rubus-arter.

Ett annat projekt ror reversion pa svarta vin-
bir. Arbetet sker i samarbete med universitetet i
Abo. Forutom att undersoka orsakssambanden
arbetar man med diagnostiseringsmetoder for
sjukdomen.

P4 Forskningsanstalten for vixtskydd gors
dven virusdiagnosticering av plantmaterial som
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skickas in till anstalten. Vid diagnosticeringen
anvinds testplantor, elektronmikroskopering och
immunologiska metoder. Dessutom atfors virus-
testning av plantmaterial i elitplantproduktion.

Rostringar pa potatis

Pé lantbrukssidan har forskning kring potatis-
virussjukdomar dkat i betydelse under senare Ar,
sérskilt potatismopptoppvirus (PMTV). Viruset
dren av de vanligaste orsakerna till rostringar pd
potatis och forekommer ganska allmint, sirskilt
i omraden dér potatis odlas for stirkelseindustrin.
Under senare ar har man undersékt mottagligheten

for potatismopptoppvirus for de mest odlade
potatissorterna i Finland men dven for nya sorter.
Vid testning av om PMTYV finns i jordprov an-
vénds rutinméssigt ELISA-test. Antiserum for
testet produceras vid avdelningen. Nya och bittre
diagnostiseringsmetoder #r under utarbetande.

Adress

Lantbrukets forskningscentral
Forskningsanstalten for vixtskydd
FIN-31600 JOKIOINEN
FINLAND

Tel. +358 16 41 881

Abstract

Kuusela, A. & Lemmetty, A. 1995. Plant virus research at the Agricultural Research Centre,
Jokioinen, Finland. Véxtskyddsnotiser 59:2, 46-417.

The research on plant viruses at the Agricultural Research Centre in Finland is focused on viruses
in berry-plants and potatoes. One project studies the raspberry bushy dwarf virus (RBDV) on
raspberries and another the black currant reversion disease.

On potatoes the potato mop-top virus (PMTV) is studied. During the last years susceptability
for PMTYV has been tested in the most common potato cultivars in Finland.
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SVERIGE

Véaxtvirologisk forskning vid
Institutionen for vaxtpatologi

Maria Sandgren, Anna-Karin Widmark, Klas Lindsten,
Bengt Eriksson & Per Oxelfelt

Virusforskningen vid Institutionen fér viixtpatologi #r i huvudsak inriktad pé virus som
angriper jordbruksgrédor. Straséddesviroser och potatisviroser ir ett par huvudteman.
Under senare ar har mycket av arbetet varit koncentrerat pa jordburna virus pa framfor
allt potatis och sockerbetor. En viktig verksamhetsgren ér att utveckla och anpassa
modern diagnosteknik for landets och Nordens behov. Viixtvirus anvinds ocksia som
verktyg i projekt som syftar till att besvara mera grundliggande virologiska fragestill-

ningar pa molekylér niva.

Sedan linge har strisddesviroser varit av stor
betydelse, framfor allt det bladlusoverforda rod-
sotviruset (barley yellow dwarf virus, BYDV)
samt de stritoverforda dvirgskottsjukevirus och
bestockningssjukevirus jimte under senare ar
vetedvirgsjukevirus (wheat dwarf virus, WDV).
Ettantalisolatav BYDV harinsamlats och karak-
teriserats och deras sliktskap med amerikanska
isolat har undersokts. Antisera och komplemen-
tir DNA, (¢cDNA), har framstillts som avsevirt
underlittar deras identifikation och diagnos.

De bada forstndmnda stritdverforda virusens
etiologi och spridningsbiologi klarlades redan i
bérjan av 1960-talet och pd denna kunskaps-
grund utarbetades rekommendationer om odlings-
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tekniska Atgirder, som ledde till att dessa virus
upphorde att vara ett problem. I synnerhet dviérg-
skottsjukan gav tidigare i vissa delar av landet
upphov till mycket stora skordeforluster.

Det tredje av de stritoverforda virusen, WDV,
ir speciellt intressant eftersom det visade sig vara
ett s.k. geminivirus. Namnet kommer av att par-
tiklarna ser ut som “siamesiska tvillingar”, tva
runda partiklar som sitterihop parvis. Arvsmassan
i detta virus bestdr av cirkuldr, enkelstringig
DNA. Viruset i sig ér inte av stor betydelse i
Sverige men férekommer pa kontinenten och har
genom sina speciella egenskaper kommit att in-
tressera forskare 1 andra lidnder, som dérfor sokt
samarbete med oss.
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Jordburna virus

Sedan senare delen av 1980-talet har ett sam-
nordiskt projekt rérande jordburna virus bedri-
vits 1 NKIJ:s regi (Nordiskt kontaktorgan for
jordbruksforskning) och koordinerat av profes-
sor Bengt Eriksson. Samtliga nordiska linder
utom Island har medverkat. Delprojekt har varit
virus ¢verférda av svampar inom sliktet Poly-
myxa, som angriper strasid respektive sockerbe-
tor, och rostringssyndromet i potatis dér tva virus
drinblandade. De senare ir det nematodoverforda
tobaksrattelvirus (TRV) och potatismopptopp-
virus (PMTV), som 6verfors av pulverskorv-
svampen, Spongospora subterranea. For Sveri-
ges del har huvuduppgifterna varit Polymyxa-
overforda virus i sockerbetor samt de bida virus
somorsakar rostringari potatisknélar. Slutrapport-
ering av projektet pigér.

Polymyxa-Gverforda virus i betor &r dels det
virus, BNYVYV, som orsakar “rhizomania” och
som dr mycket fruktat pd kontinenten, dels beet
soilborne virus, BSBV, som har mycket likartade
egenskaper men orsakar inga eller obetydliga
symtom i betor. BSBV 4r mycket allmint utbrett
i betodlingar bade i Sverige och andra linder,
medan BNY VYV hittills inte patriffats i Sverige.
Sdkra diagnosmetoder f6r bada dessa virus har
utarbetats.

Rostringar i potatisknélar ansags till mitten av
1980-talet alltid vara orsakade av det nematod-
overforda viruset TRV. Det visades di att dven
det svampoverforda PMTV forekom i landet och
det har sedan framkommit att det dominerar i
vissa omréden.

Inom TRV férekommer mycket stor variation
i olika egenskaper mellan olika isolat. Samtliga
Overfors av nematoder inom familjen Tricho-
doridae, stubbrotsnematoder, men olika isolat
overfors av olika nematodarter, varje isolat en-
dast av ett fatal eller ibland t.o.m. en enda art;
d.v.s. utpriglad vektorspecificitet foreligger. Det
dr ocksd stor variation i serologiska egenskaper.
Detta forsvarar diagnosen eftersom ett antiserum
framstillt mot ett isolat ofta inte alls eller mycket
svagt reagerar med andra isolat. Dessutom upp-
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Rostringar i potatis. - Spraing in potato tubers. Foto:
SLU Info/Vixter.

stér ofta s.k. NM-isolat av TRV. Detta innebiir att
virusnukleinsyran replikeras i vixten och ger
upphov till symtom men utan bildning av virus-
partiklar, och i sddana fall ger serologiska meto-
der inte nigot utslag. Sedan ndgra &r finns dock
cDNA tillgéinglig som &r framstélld fran en del av
virusnukleinsyran dér variationen mellan isolat
dr liten, och som dirfor kan anvindas for att
detektera alla hittills kénda isolat av TRV, dven
av NM-typ.

Det dr avsevird variation i olika potatissorters
reaktion pd TRV-infektion. Vissa sorter #r resi-
stenta (i varje fall mot de flesta isolat) medan
andra reagerar med svara symtom. P4 senare tid
har det visat sig att det finns sorter som #r tole-
ranta, d.v.s. blir fullstindigt infekterade utan att
visa symtom. S&dana sorter kan bidra till att
sprida TRV till lokaler diir det inte tidigare fore-
kommer. Tidigare har TRV inte ansetts vara ett
utsidesproblem; den synen maste nu omvirde-
ras. En EU-ansokan, koordinerad av kolleger vid
Scottish Crop Research Institute (SCRI) och didr
vi deltar, syftar till att kartligga dessa férhéllan-
den liksom att bringa mera klarhet i vektor-
relationerna.

PMTV dr mycket instabilt och det dr forenat
med stora svarigheter att rena viruset. Det lycka-
des dock att fa fram tillridckligt rent virus for att
producera ett vil fungerande kaninantiserum.
Det foreligger inte nigon markant uppdelning i
olika serotyper av PMTV imotsats till TRV. Med
monoklonala antikroppar fran SCRI har dock
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vissa skillnader kunnat pavisas mellan svenska,
finska och danska isolat. PCR-tekniken (poly-
merase chain reaction) har pa senare tid anvénts
for att finga upp olika isolat och bestdémma och
jamfora nukleotidsekvensen hos dem. Detta gors
i samarbete med kolleger vid SCRI och Institu-
tionen for molekyldrgenetik vid SLU.

Vid SCRI har kapsidproteingenen (den gen
somkodar for virusets proteinhélje) frin ett skotskt
PMTV-isolat satts in 1 Nicotiana benthamiana,
en slikting till tobak. De transgena plantorna
visade sig vara hoggradigt resistentamot PMTV.
Forsok pagar att dven fora in genen i négra
potatissorter. Det dr av synnerligen stort intresse
att pa ett tidigt stadium understka om plantorna
dven dr skyddade mot nordiska isolat av PMTV.
En EU-anstkan drunder utarbetande dér forutom
SCRI och viér institution flera institutioner i de
nordiska liinderna och &ven potatisindustriningar
som partners.

Diagnosmetoder

Utveckling av diagnosmetoder har en 14ng tradi-
tion vid institutionen. Serologiska metoder har
och har haft stor betydelse. Néar ELISA-tekniken
kom fram under senare delen av 1970-talet ut-
vecklades den for vara dndamal och har varit ett
viktigt hjdlpmedel savil i olika forskningsprojekt
som for rena diagnosidndamal. Komplementirt
DNA (¢cDNA) har producerats fran ett antal virus
av betydelse i landet. Omfattande studier har
gjorts for att forfina tekniken. Provberedningen
och andra delmoment har standardiserats for att
optimerakédnsligheten. Sérskild viktharlagts vid
att fa fram metoder for icke-radioaktiv detektion.

Den s.k. PCR-tekniken har kommit att bli ett
mycket anvindbart hjdlpmedel inom virologin.
Dels anviands PCR som ett forskningsverktyg
som ndmnts tidigare, dels dr tekniken anvéndbar
somen utomordentligt kinslig diagnosmetod som
kompletterar eller i vissa fall kan ersitta de tidi-
gare ndmnda metoderna.

Sarskilt for de jordburna virusen pé potatis,

TRV och PMTV, har PCR-tekniken forutsitt-
ningar att kunna h&ja kénsligheten och minska
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tidsatgéngen for den tidigare mycket arbetskra-
vande diagnosen. Vibedriverutveckling av PCR-
tekniken for dessa bada virus i samband med de
projekt som beskrivits ovan.

Grundldggande virus-

forskning

En visentlig fragestillning inom virologin &r att
fa klarheti interaktionerna mellan virus och vérd-
véxt. Med hjilp av modern molekyldrbiologisk
teknik, sdsom framstillning av cDNA-kloner av
virusnukleinsyror och sekvensbestdmning, har
det blivit mojligt att studera detta pa ett mera
direkt sétt dn tidigare. I ett samarbete med brit-
tiska forskare har vi anvint tvd stammar av
rodklovermosaikvirus (RCMYV), som skiljer sig
atisymtombild och viirdkrets. Detta virus har sin
RNA uppdelad i tva separata molekyler av olika
storlek, som kan separeras frén varandra. RNA-
komponenterna frin de tva stammarna kan kom-
bineras korsvis s& att man far ett slags “hybrider”.
De fyra RNA-komponenterna (de badda frén
vardera stammen) kan identifieras med hjalp av
specifika cDNA-prober. Det kunde pa detta sitt
visas att det dr den ena RNA-komponenten (den
langre) som bestdmmer vardkrets, medan symtom-
bilden paverkas av bida RNA-komponenterna.

I ett flertal fall har det lyckats att producera
c¢DNA-kloner av hela genomet av véxtvirus och
dven fa dessa kloner infektiosa, d.v.s. vixter kan
infekteras med klonen och viruspartiklar bildas.
Detta innebdr att det dr mojligt att med gen-
teknologi gora dndringar i klonen, t.ex. i genen
for virusets proteinholje, och fa fram viruspartiklar
som pa sin yta bir delar av frimmande proteiner.
I'samarbete med forskare vid Uppsala universitet
och i USA undersoker vi méjligheten att pd ytan
av tomato bushy stunt virus (TBSV) uttrycka
frimmande peptidsekvenser. En tilldimpning hir-
av drattrena detta rekombinantvirus och anvéinda
det for att producera antikroppar mot det frim-
mande protein som det bar pd sin yta. Detta &r ett
sdttattfa fram antikroppar mot proteiner somisig
drolosliga eller av andra skil svara att fi framien
limplig form for immunisering. Dessa rekom-
binanta vixtvirus ir ofarliga att handskas med
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och #rlatta att producerai stora kvantiteter, Vihar
hittills lyckats visa ait rekombinanta TBSV-par-
tiklar ger upphov till antikroppar mot nagra olika
peptider som &r av farmakologiskt intresse.
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Virus research at the Department of Plant Pathology deals mainly with viruses infecting
agricultural crops. Cereal viruses and potato viruses are two main topics. In recent years much
effort has been centered around soil-borne viruses in potatoes and sugarbeets. An important task
is to develop and adjust modern diagnostic techniques to the needs of Sweden and the other
Nordic countries. Plant viruses are also used as tools in basic virological research at the molecular

Vixtskyddsnotiser 59:2, 1995

51



SVERIGE

Virus i apple

Gunilla Ahman

Virussjukdomar i idpple ger hos de flesta sorter inga symtom alls. Att virustesta
dppleplantor tar dessutom, med nagra fa undantag, flera ar. Genom att i tidigt stadium
upptiicka symtom i vivnadskulturer fran infekterade plantor skulle testtiden kunna
forkortas atskilligt. Om sedan samband mellan snabbtestade virus och sjukdomar med
lang inkubationstid kan faststiillas, blir testtiden innu kortare.

Mot slutet av 1970-talet borjade man i dpple-
odlingar i Skéne se flickar pé frukter av sorten
"Lobo’. Flackarna utgjordes av fargfoérindringar
i skalet: pd gront skal var flickarna morkare
grona, pa den réda delen oftast blavioletta. Starkt
fldckiga frukter blev Litt deformerade och nadde
inte full storlek. Fruktflackigheten fanns bara i
vissa trdd och var olika stark pa olika #pplen i
samma trid. Négot ar blev flickigheten viitre,
och man fick intrycket att den spred sig i odling-
arna.

Redan pa 70-talet, men alltmer i bérjan av 80-
talet, kom rapporter om barksprickor pa arsskott
av framfor allt "Lobo’, men dven av den #ldre
sorten ’ Akerd’. Sirskilt hos *Lobo’ borjade ska-
dan atminstone ibland s4, att skottet svillde upp
och bojde av i 90° vinkel frin det uppsvillda
stdllet. Sedan bildades stamsprickor i den mjuka
delen och sa smaningom barksprickor.
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Fruktflickar och barksprickor fanns pa olika
trid och hade inget samband med varandra. Bade
till utseende och utbredning forde dessa bada
skador tanken till virussjukdomar. Nagon annan
orsak kunde man inte heller hitta.

Appleviroser i Sverige

Ar 1969-1975 undersoktes férekomsten av sjuk-
domar "av viruskaraktir”isvenska épplen(Rydén
1977). 10 sjukdomar kunde pavisas genom virus-
test, och ytterligare 3 iakttogs ute i odlingar. Av
108 undersokta trdd var bara 7 helt virusfria. Av
dem var 4 modertrid.

Virussjukdomarna i dpple har i hundratals ar
forts vidare fran generation till generation med
ympris och okulanter fran smittade sorter och
med sticklingar och avlidggare fran smittade grund-
stammar, Négot annat spridningssitt har de inte
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’Lobo’, till vinster, med fruktflickar ger upphov till
stjdrnsprickori’Golden Delicious’, tillhéger. - "Lobo’,
to the left, with fruit spots causes star cracks in 'Golden
Delicious’, to the right. Foto: Ingegerd Norin.

numera. Deras &verlevnadsstrategi har varit att
synas s lite sommdjligt, s att de kunnat fortsitta
forokas.

Nistan alla sjukdomar i dpple som orsakas av
virus eller liknande patogener, t.ex. viroider, ir
helt osynliga i alla eller de flesta dpplesorter. For
att fi reda pa vad ett triid dr infekterat med, maste
man ympa eller okulera kvistar respektive knop-
par fréin tridet pd en rad sérskilda indikatorarter
eller -sorter, var och en kénslig for en eller nagra
sjukdomar, som fatt sitt namn efter just det symp-
tom som sjukdomen ger upphov till hos arten
eller sorten.

Virussjukdomar i 'Lobo’
Viokulerade knoppar av 'Lobo’ med fruktflackar
och med barksprickor pd 5 olika indikatorer.
Efter 6 ar kunde f6ljande sjukdomar pavisas:

Sort Fruktfldckar

Barksprickor
Malus platycarpa  klorotisk- klorotisk -
bladfldck bladflick

"Golden Delicious’  stjdrnsprickor ~ —

*Gravenstein’ — farade grenar

’Lord Lambourne” — gummived

"Virginia crab’ gropig ved gropig ved,
riifflad ved

)

Virginia "decline’
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Vad sédger nu detta? Inte mycket mer dn att
odlarna sannolikt hade sluppiten del problem om
dehade frigatefter (och kunnat fatagi!) virusfritt
material av ’Lobo’ frin borjan. Vilken eller vilka
av de sjukdomar vi ser pd indikatortriiden r det
egentligen som givit upphov till fruktflackarna
och till barksprickornai’Lobo’? Och vad orsakas
i sin tur dessa sjukdomar av?

Sjukdomar kontra virus

Virologen undrar naturligtvis varfor vi talar om
sjukdomar “av viruskaraktar” i dpple och inte
direkt om virus. Sanningen &r den att ingen dnnu
hittatorsaken (orsakerna) till sjukdomarna stjdrn-
sprickor, firade grenar, gummived m.fl. Ingen
har kunnat isolera nigot specifikt virus eller an-
nan patogen ur trid med dessa sjukdomar. Miss-
tanken att gummived skulle orsakas av myko-
plasmaliknande organismer (Beakbaneetal. 1971)
har inte kunnat bekriftas. Detta dr ocksé anled-
ningen till att dpple fortfarande méste virustestas
genom ympning pa indikatorer med vintan pi
resultat i flera ir. Endast i ndgra fall har man
lyckats forkorta vintetiden till manader 1 stillet
for ar genom att flytta in indikatorn i vixthus.

I vedartade vixter finns virus alltid i ldgre
koncentration &n i Ortartade. Forutséttningen for
attman ska kunnaisolera virus urett trid har visat
sig vara att man forst lyckas dverfora det till en
Ortartad vixt. Dédrur kan man sedan rena och
karakterisera det, framstélla antikroppar och
komplementédrt DNA. Mojligheter till snabb och
exaktimmunologisk och molekylér diagnos 6pp-
nar sig.

Virus i dpple

Det finns ndrmare 40 “virussjukdomar” i dpple
(Németh 1986), men bara 4 kénda virus av bety-
delse for dpple i Europa, nimligen:

1. apple chlorotic leaf spot trichovirus, ACLSV
(Lister 1970 a)

2. apple mosaic ilarvirus, ApMV (Fulton 1972)

3. apple stem grooving capillovirus, ASGV (Lis-
ter 1970 b)

4. apple stem pitting virus, ASPV (Koganezawa
& Yanase 1990)
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Farade grenari’ Gravenstein’ efter ympning med Lobo’
med barksprickor. - Flat limb in *Gravenstein’ grafted
with "Lobo’ with bark cracks. Foto: Ingegerd Norin.

For de forsta tre av dessa virus dr Ortartade
virdvixter kiinda sedan linge, eftersom gurka,
vird for ApMV, och Chenopodium quinoa, vérd
for ACLSV och ASGV, allmint anvints som
virustestplantor under 1&ng tid. Antikroppar finns
attkopa, och alla tre testas med ELISA hos oss, en
test vars resultat kan avldsas dagen efter det att
den paborjats.

Det fjirde viruset, ASPV, dr sa nyupptickt att
antiserum #nnu inte finns kommersiellt tillgéng-
ligt. Inget slags virustestplanta hade reagerat for
sjukdomen gropig ved, stem pitting, forrédn man
vid 1980-talets mitt provade en ny art, Nicotiana
occidentalis (van Dijk etal. 1987). Den visade sig
bli systemiskt infekterad med ett virus via saft
fran trid med gropig ved, ett virus som det nu blev
mojligt att studera, karakterisera och namnge.

ACLSYV orsakar sjukdomen klorotisk blad-

flick; ASGV rifflad ved (stem grooving) och
Virginia “decline” (Waterworth & Uyemoto
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1980). ELISA-tester har bekriftat forekomsten
av ACLSV bade i *Lobo’ med fruktflidckar och i
’Lobo’ med barksprickor, samtav ASGVi’Lobo’
med barksprickor. Saftoverforing till Nicotiana
occidentalis har visat att bdda 'Lobo’ ocksa inne-
héller ASPV.

Virusverkan i olika sorter

Men vilket virus dr det nu som orsakar frukt-
flickar i "Lobo’ och stjarnsprickor 1 "Golden
Delicious’? Vilket eller vilka virus ger upphov
till barksprickor i 'Lobo’, gummived i ’Lord
Lambourne’ och farade grenar i *Gravenstein’?
Vilken betydelse har kiinda virus for uppkomsten
av oforklarade sjukdomar? Kan det vara si att
samband finns men forblivit oupptickta darfor
att testmetoderna i det forgangna varit alltfor
okénsliga?

Min avsikt dr att undersdka inverkan av
ACLSV, ASGV och ASPV pi dpplesorterna
"Lobo’, *Golden Delicious’, 'Lord Lambourne’
och ’Gravenstein’ genom att infektera dem med
rena stammar av dessa virus i olika kombinatio-
ner. Darefter skulle jag vilja undersoka stam-
symptomens uppkomst och utveckling i tidigt
stadium i véivnadskulturer frin infekterade plan-
tor och efter mikroympning in vitro, s som man
gjort i vin, ett annat véxtslag ddr man har haft
svart att stilla en snabb och siker virusdiagnos
(Tzeng et al. 1993; Tanne et al. 1993).

Snabbare och sdkrare
virusdetektering i trad

Om vi lyckas uppticka symptom redan i prov-
roret efter infektion in vitro, skulle testtiden for
sjukdomar med okénd patogen kunna forkortas
fran ar till veckor. Skulle det dessutom visa sig att
nagon eller nagra av dessa oforklarade sjukdomar
orsakas av vissa stammar av redan kénda virus,
kunde testtiden forkortas till tva dagar. Nérmare
studier av virussymptomens tidigaste utveckling
i dppleplantan skulle ocksa dka var kunskap om
virus’ beteende i vedartade vixter generellt och
var férmaéga att upptdcka dem #dven i andra slags
trad, t.ex. i skogen, dér virus och deras verkan én
s8 ldange dr ett till allra storsta delen okint filt.
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different apple cultivars is in progress.
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Trees of the apple cultivar "Lobo’ with fruit spots were found to contain apple chlorotic leaf spot
virus, apple stem pitting virus and to cause star cracks on the fruit of *Golden Delicious’. Some
other ’Lobo’ trees with bark cracks and swollen shoots bent at a 90° angle contained, in addition
to the viruses mentioned, even apple stem grooving virus and the agents of flat limb and rubbery
wood diseases. Work to find the connections between the viruses and the disease symptoms in
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SVERIGE

Vad &r virus?
~en historia byggd pa
vaxtvirologins utveckling

Gunilla Ahman

Ar 1899 skrev Martinus Beijerinck att tobakens mosaiksjuka maste orsakas av ett
levande flytande smittéimne som bara forokade sig i levande celler. Ar 1937 faststiilldes
det att detta dmne, virus, utgjordes av nukleinsyra och protein. Idag vet vi en hel del om
virus’ forokning i levande celler. Tiden har hunnit ifatt Martinus Beijerinck.

I begynnelsen var ordet. ”Virus” &r latin och
betydde fran borjan “slem” eller “slemmig
vitska”. Med tiden kom betydelsen att férskjutas
till “gift”. Nér den romerske encyklopedisten
Aulus Cornelius Celsus omkring ar 50 e. Kr.
skrev om “virus” fran en rabiessjuk hund, kunde
han ha menat det pa endera sittet [32, 63].

Hade Celsus levat drygt nittonhundra ar sena-
re, kunde han ha anvint samma ord, i var nutida
betydelse. Rabies dr ndmligen en virussjukdom,
-den #ldsta kiinda, undersokt och dokumenterad 1
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mer dn 2000 ar. Av beskrivningarna att déma har

den inte fordndrats ndmnvért under den tiden
[63].

Strimmiga tulpaner

Rabies 4r en farlig och mycket obehaglig sjuk-
dom. De forst upptickta och beskrivna vixtvi-
roserna, didremot, uppfattades som intressanta
och vackra och sattes inte alls i samband med
sjukdom. De beskrevs av poeter, vixtforddlare
och konsthistoriker. Den forsta kiinda vaxtfor-
dndringen, som man nu sékert vet orsakades av
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virus, kom med tulpanerna till Europa i mitten av
1500-talet. Strimmiga tulpanblommor beskrevs
och illustrerades av den holldndske botanisten
Carolus Clusius och mélades av flera konstnérer
fran den tiden, varfor de kom att kallas "Rem-
brandt-tulpaner”. De blev omattligt populéra, och
16karna fran dem betingade dnnu hogre priser dn
normala tulpanlokar [63].

Att dven vixter kan angripas av sjukdomar,
som dregna f&r dem och inte smittar djur, visades
for forsta gdngen av den italienske poeten och
likaren Girolamo Fracastoro ar 1546 [63]. Vid
den tiden visste man mycketlitetom vad sjukdom-
ar orsakas av. Man forestéllde sig ’smittdmnen”
iluften fran triskmarker, ruttnande vixtdelar och
lik av djur och ménniskor. Man trodde ocks4 att
de minsta djur man kénde till, fluglarver, sma
maskar etc. uppstod av sig sjédlva ur smuts och
forruttnelse, generatio spontanea [27)].

Mikroberna sjdlvstandiga

varelser

Ar 1625 uppfanns mikroskopet, och efter hand
uppticktes allt mindre organismer, ner till de
encelliga s.k. mikroberna: urdjur (protozooer)
och bakterier. Men det kom att droja ytterligare
drygt 200 &r innan man borjade komma under-
fund med att dessa celler var sjdlvstindiga varel-
ser, inte produkter av sjuka vixter, djur eller
ménniskor.

Den forsta sjukdomsalstrande organism som
isolerades fran sin vird och sedan visades kunna
smitta friska individer av samma art och i dem
framkalla samma sjukdom, var en svamp pé
silkesfjdrilens larv, en grdmégelart som upptick-
tes av Agostino Bassi i mitten av 1830-talet och
sedan fick heta Botrytis bassiana [27]. Men det
var frimst genom den franske kemisten Louis
Pasteur’s arbeten med desinfektion och sterilise-
ring och den tyske naturvetenskapsmannen och
likaren Robert Koch’s bakteriestudier, som man
s sméningom vann insikt om att sjukdomsalst-
rande organismer, vare sig de dr svampar, proto-
zooer eller bakterier, inte uppkommer av sig
sjdlvai sjuka djur utan genom forékning. De har
egna livscykler och kan isoleras fran och leva
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Strimmiga tulpanblommor var den forstakinda vaxtfor-
#ndringen som man vet orsakades av virus. Foto: SLU
Info/Vixter.

utanfor sin vird pa konstgjort substrat {11, 27].
Det avgorande beviset for denna s.k. mikrobteori
(germ theory) anses ha kommit &r 1876-1877, da
orsakssammanhanget mellan Bacillus anthracis
och sjukdomen mjéltbrand sikerstélldes [37, 47,
32].

Paronpestbakterien
upptéicks

Ungefir samtidigt, r 1877, upptéckte den ameri-
kanske vixtpatologen Thomas Burrill att pdron-
pest, en ddeldggande frukttridssjukdom, orsakas
av bakterier. Han isolerade visserligen inte bak-
terien sjilv, det gjorde J.C. Arthur 1885 [3], men
upptickten var viktig, eftersom den gingse upp-
fattningen vid den tiden var att sjukdomar pé
vixter alltid orsakas av svampar [32].

Under 1880- och -90-talen utvecklades bak-
teriologin framfor allt i Frankrike ochi Tyskland,
dér Robert Koch utarbetade isolerings- och un-
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dersokningsmetoder. I Frankrike utvecklades
filtreringstekniken av Pasteurm.fl., eftersom bak-
terier innan de kan renodlas p& konstgjort substrat
forst maste skiljas frn Gvriga bestdndsdelar i
blod, viivnadsvitska eller viixtsaft sa fullstindigt
som mdjligt [63].

Tobakens mosaiksjuka

I Holland, dir tobaksodlingen i mitten av 1800-
talet fatt stor betydelse och utbredning, upptiick-
tes en sjukdom som #ventyrade tobaksskérden
och som verkade sprida sig snabbt. Den rapporte-
rades ar 1857 av en feriearbetande student, men
var da redan kdnd sedan nagra ar bland tobaks-
odlare. Problemet vixte, skadorma ©kade och
1879 slog de holldndska tobaksodlarna larm. De
sokte hjilp av myndigheterna, som vinde sig till
direktoren for lantbruksforsoksstationen i Wage-
ningen, Adolf Mayer. Han atog sig fallet. Sju ar
senare kom hans rapport [41].

Sjukdomen yttrade sig sé att bladen pé unga
tobaksplantor nagra veckor efter utplantering pé
falt blev mosaikflickiga i ljusare och morkare
gront. De morkgrona fldckarna vixte starkare &n
de ljusa och bildade med tiden blasor och buck-
lor. Odlare i olika trakter hade olika namn pa
sjukdomen. De forkastades av Mayer, som fore-
slog detinternationellanamnet” Mosaikkrankheit
des Tabaks”.

Vad kunde dé orsaken till denna mosaiksjuka
vara? Mayerintervjuade tobaksodlarna, som hade
de mest skiftande &sikter om anledningen, sdsom

Tomatblad angripet av tobaksmosaikvirus. Foto: SLU
Info/Vixter.
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felaktig godsling, for stark sol, kalla nitter, for
vat jord, daligt fré (frén sjuka moderplantor),
daligt handlag vid utplantering, fel pd drivbink-
arna eller rent hixeri. For att beméta de mer
rimliga anklagelserna gjorde Mayer enrad forssk
som visade att gbdsling, kalkning, dndrade driv-
binkar, aktsamhet om ritterna, temperatur-
vixlingar etc inte hade nigon som helst betydelse
for sjukdomens uppkomst eller utbrott. Inte ens
froets hdarkomst spelade négon roll; fron fran
sjuka moderplantor gav inte fler mosaiksjuka
avkomlingar &n fron frén friska plantor.

Vaxtsaften smittsam

Det enda som faktiskt inverkade pa sjukdoms-
frekvensen var odlingsjordens tidigare anvind-
ning. P4 jord dér tobak inte tidigare hade odlats,
upptridde sjukdomen aldrig. Detta faktum stiirkte
Mayer i tron att sjukdomsorsaken maste vara
négot slags parasit. Sokandet efter svampar och
skadedjur i och runt mosaikplantor gav inget
resultat. Men medan understkningarna pagick
gjorde Mayer en viktig upptickt: vixtsaften i de
sjuka plantorna var smittsam! Mosade han ett
mosaikfliackigt blad med ndgra droppar vatten,
sOg upp saften i ett kapilldrror och stack in réret
ien tjockare bladnerv pa en frisk planta, insjuk-
nadei9 fall av 10 den sa behandlade plantan efter
10-11 dagar.

Om nu vixtsaften var smittsam maste ju
parasiten, “det infektitsa”, finnas i den. Saft fran
sjuka och friska plantor undersoktes i mikroskop
— ingen synbar skillnad. Koch’s fargnings- och
odlingsmetoder for bakterier tillimpades forgi-
ves. Forsok att infektera friska plantor med de
bakterier som vixte pa odlingssubstraten och
med diverse andra bakterier, extrakt av jord fran
faltmed mosaiksjuka och av olika slags gdsel, ja
t.o.m. med riven gammal ost, misslyckades, i
varje fall med att 4stadkomma mosaik.

Filtrerade tobakssaft

Nu resonerade Mayer s, att smittan i saften
kunde utgdras av antingen “ett oformat eller ett
format ferment”. Med “oformat ferment” mena-
des ett kemiskt Amne, ettenzym. Mayer ansag det
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”oerhort” att ett enzym kunde foroka sig sjalv till
att orsaka sjukdom. Ett format ferment” var en
svamp eller en bakterie, som oftast (men inte
alltid) kunde samlas upp i ett filter. For att under-
soka vilket slags ferment det hir kunde rora sig
om, filtrerade Mayer infektits tobakssaft, forst
genomenkeltfiltrerpapper, varvid filtratet visade
sig lika smittsamt som ofiltrerad saft, sedan ge-
nom dubbelt filter, varefter saften inte lingre var
i sténd att smitta en enda planta.

Av dessa synnerligen ofullstindigt beskrivna
forsok drog Mayer slutsatsen att tobakens mosa-
iksjuka orsakas av en bakterie. Ett enzym hade
tringt igenom #Hven dubbelt filtrerpapper (han
gjorde ocksa nagra forsok att kemiskt filla ut
“enzymet”, utan att lyckas), och en svamp hade
inte gatt igenom alls (och borde forresten i at-
minstone nigot stadium vara synlig). Hirmed
ansag sig Mayer ha gjort vad han kunde. Andra
forskare tog nu vid.

Bakterietoxin misstankt

orsak

I Ryssland listes Mayers rapport av botanikern
Dmitri Ivanovski, som hade skickats till Ukraina
och Bessarabien for att undersoka skadliga sjuk-
domar i tobaksodlingarna dér. Han identifierade
en av sjukdomarna som Mayers tobaksmosaik,
och visade att smittdmnet passerade ett nyligen
utvecklat s.k. Chamberland-filter av ports lera.
Han trodde som Mayer att sjukdomen orsakades
av en bakterie, men genom toxisk paverkan, och
att det var toxinet som passerade filtret, eftersom
han inte lyckades isolera och odla bakterien. Fyra
ar tidigare uppticktes nimligen difteribakteriens
toxin, en sjukdomsforklaring som borde kunna
tilldmpas dven i andra fall [63].

1 Holland, ddr Mayer givit upp arbetena med
tobaksmosaiken, borjade Martinus Beijerinck,
professor i mikrobiologi, intressera sig for den
mirkliga sjukdomen [32, 63]. Genom omfat-
tande mikroskopiska undersokningaroch odlings-
forsok blev han helt pa det klara med att bakterier
kunde det inte réra sig om. Smittdmnet tréngde
igenom tjocka porslinsfilter och agarskikt utan
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att forlora sin infektionsforméga. Han drog slut-
satsen att detta smittdimne maste vara flytande
eller atminstone vattenlosligt.

Beijerinck studerade ocksa smittans vandring
i viixten och upptickte, att om plantans férdig-
vuxna delar infekteras, tar det 10-12 dagar innan
de forsta sjukdomssymptomen borjar synas p de
nya bladen (i analogi med Mayers resultat), men
om smittdmnet injiceras alldeles néra toppen, dir
cellerna fortfarande delar sig, tar det bara 3—4
dagar. Fran en planta som smittats med en ytterst
liten mingd infektios véixtsaft, kan man nér sjuk-
domen brutit ut infektera ett “obegréinsat” antal
nya plantor. Smittdimnet maste alltsd fortka sig,
och forskningen méste forsigga i unga vivnader,
i celler som delar sig. I férskpressad véxtsaft
forokade det sig inte alls: om infekterad saft
blandades med frisk, fungerade det bara som en
utspidning.

Forokar sig i levande celler

Beijerinck hade alltsa hir ett smittdmne, flytande
eller vattenlgsligt, som pa ndgot sitt forokade sig,
men bara inuti levande celler. Han forestéllde sig
att smittimnet méste sldppas in i cellen och dir
inforlivas i cellens egen forokning. Han fram-
forde som sin uppfattning att tobaksmosaik orsa-
kas av ett ”Contagium vivum fluidum”, ett le-
vande, flytande smittdmne [7].

Ar 1903 bemétte Ivanovski andra forskares
standpunkter och redogjorde for egna komplette-
rande undersokningar [34]. Han jamstéllde i viss
mén Beijerincks uppfattning med Albert Woods’,
en amerikansk fysiolog och patolog. Woods hade
funnit att gula bladdelar, oavsett orsaken, inne-
holl ett dverskott av oxiderande enzymer [67].
Han ansig att tobakens mosaiksjuka helt kunde
forklaras av sadana Overskott, som utlostes av
ogynnsamma faktorer sdsom oldmplig védderlek,
délig jord eller néringsbrist, mekaniska skador
etc. Enzymerna (oxidaser och peroxidaser) skulle
t.0.m. kunna smitta friska plantor genom att stora
deras dmnesomsittning och stimulera dem att
bilda eget enzymoverskott [68]. Ivanovski tol-
kade bade Beijerinck och Woods sé, att enligt
dem ett kemiskt #mne, nigot slags molekyler,
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skulle kunna foroka sig sjdlva inuti en vixt. Detta
forefoll honom hogst osannolikt. Att sjukdom
skulle kunna uppsté och 6verféras med dmnen
som normalt finns i en frisk planta om #n i ldgre
halt (enzymer), tycktes honom sérskilt otroligt
[34].

Mul- och kidvsjukans gata

I slutet av 1890-talet tillsattes i Tyskland en
kommission for att losa gitan med den smitt-
samma mul- och kl&vsjukan. Ivanovski {34] hén-
visade till kommissionens rapport som kom ut ar
1898. Loffler och Frosch, kommissionsledare
och forfattare, visade dir att djur som smittades
med filtrerad, bakteriefri lymfa insjuknade lika
snabbt som de som infekterades med ofiltrerad
lymfa, och inte nog med det—de djur som smittats
med den filtrerade lymfan varlika vél som djuren
i kontrollgruppen i stand att i sin tur infektera nya
djur. Enligt kommissionen kunde smittdmnet
alltsé inte vara ett aldrig sa starkt gift, for inget
sadant kan féroka sig till den grad, utan maste
vara en levande agent, i Lofflers och Froschs
tankevirld en mikrob, fast mycket liten. Attlym-
fan efter upprepad filtrering forlorade sin in-
fektionsformaga, ansdg de bevisa att sjukdoms-
alstraren inte kunde vara ett flytande eller
vattenlosligt dmne.

Ivanovski, som tidigare sjélv trott att det som
passerade filtret var ett gift, hade nu dvertygats
om att upphovet till tobakens mosaiksjuka maste
vara en liten "kropp”, inte ett contagium fluidum
eller solutum utan ett contagium fixum. Den enda
dterstiende stétestenen var Beijerincks uppgift
om smittimnets formAaga att tringa genom agar.
For att undanrdja detta sista hinder hillde
Ivanovski ut tusch, en 16sning av sma svarta korn
i vatten, pd agarplattor, dels med nygjord, just
stelnad agar, dels med agar som fatt std ndgon
eller ndgra dagar. Han fann att i den nygjorda
agarn trangde tuschkornen inte alls in, ddremot i
den #ldre agarn, dér ett flera mm tjockt skikt
firgades svart. Med ledning av filterporstorlekarna
riknade Ivanovskiut att tobaksmosaiksmittimnet
méste vara mindre #n tuschkornen och alltsd
kunna diffundera dnnu l4ttare genom agarn, utan
att for den skull vara flytande eller vattenlosligt.
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Ivanovskis stindpunkt varnuklar: tobakens mosa-
iksjuka orsakas av en mikrob av nagot slag [34].

“Filtrerbara virus”

Debatten fortsatte. Nagra fa trodde i likhet med
Woods pa enzymer, andra sdsom Hunger [33] pd
toxiner som orsak till tobaksmosaiken, men en
liten mikrob ansdgs av de flesta som den bésta
forklaringen. Vid denna tid var den organiska
kemin outvecklad, och vattenlosliga molekyler
troddes genomgéende vara mycket sma. Inom
human- och veterindrpatologin, som direkt hade
sittursprungibakteriologin, var mikrobtidnkandet
fast etablerat. Under 1800-talets sista decennier
uppticktes och isolerades den ena bakterien efter
den andra med hjélp av filter, lampliga nédrings-
substrat och mikroskop. Nidrnu enstaka patogener
gickigenom filtren, vigrade att vixa pa substraten
och inte gick att upptiicka i mikroskop, tycktes
det bara tyda pd att mikroberna var fér sma,
alternativt metoderna for grova [63].

Inomisynnerhet veterindrmedicinen hade man
borjat kalla den nya sortens sjukdomsalstrare for
?osynliga” eller "ultrasynliga” mikrober. Eugenio
Centanni, som ar 1902 upptéckte att den patogen
som orsakar kycklingpest passerade filter, ansag
filtrerbara virus” vara en bittre bendmning [12].
Ordet 7virus” hade pd 1700-talet kommit att
anvindas om varje Amne, identifierat ellerej, som
orsakade en smittsam sjukdom. Efter mikobteorins
genombrott i slutet av 1800-talet fortsatte man att
anvinda ordet ”virus” i betydelsen sjukdomsor-
sak, &ven om patogenen hade isolerats och iden-
tifierats som t.ex. en bakterie. I de fall den inte
hade gjort det trodde man &nda att den var en
mikroorganism. Som Pasteur sade 4r 1890: " Varje
virus dr en mikrob” [32].

Mrowka, stabsveterinidr vid en tysk flottbas
vid Gula havet, var av en annan mening. Han sag
att“filtrerbara virus” inte betedde sig som ”organ-
iserade element”, bakterier eller urdjur. Snarare
upptridde de likt kolloider (finférdelad enhetlig
materia) vid sin passage genom filter. Ur blodse-
rum frén djurinfekterade med kycklingpest fillde
han &r 1912 med hjdlp av garvimnen ut ett
dggvitedmne, globulin, som han sedan renade
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genom upprepad centrifugering. (Centrifugen,
utvecklad ur Gustav de Lavals mjolkseparator
fran 1880, hade nu borjat anvindas av kemister
m.fl.) Mrowka visade att det utfillda globulinet
var infektitst, andra fraktioner av det centri-
fugerade materialet diremot inte [43].

Partikelstorleken
bestamdes

Mrowkas artikel ldstes av Andriewsky, veterindr
1 St Petersburg, som dérigenom inspirerades till
att forsoka bestdmma partikelstorleken i det
infektivsa globulinet fran kycklingpest. Han
gjorde jamforande filtreringsforsok och kom fram
till att kycklingpestens partikel méaste vara min-
dre dn en hemoglobinmolekyl, som enligt
Zsigmondy, koHoidkemist, var 2,3-2,5 nm i dia-
meter [2].

Nista forsok att méta en viruspartikels storlek
genom jamforelse med bl.a. hemoglobin vid fil-
trering, gjordes ar 1921 av B. M. Duggar, fysio-
log vid Missouris botaniska tridgérd, och hans
assistent Joanne Karrer [20]. De var naturligt nog
intresserade av viixtpatogena virus och hinvisade
till arbeten av Allard &r 1916 med tobaksmosaik
och av Doolittle ar 1920 med gurkmosaik, som
gav symptom liknande dem av tobaksmosaik
men i andra vixtslag. Bade Allard och Doolittle
hade funnit infektiosa partiklar passera genom
vissa filter men inte genom andra. Utgéngspunk-
ten for Duggar och Karrer var dverflodet av
rapporter om filtrerbara organismer och bristen

Gurkmosaik ger symptom liknande dem av tobaks-
mosaik men i andra vixtslag. Foto: SLU Info/Vixter.
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pa rapporter om mer exakta storleksmétningar,
baserade pa standardisering av de filter man an-
vint. Andriewsky’s artikel [2] kom inte till deras
kdnnedom forrdn deras egen var skriven, ett ex-
empel pa hur forskningen forsenas av skiljevigg-
arna mellan olika gmnesomriden. Sjélva kom de
liksom Andriewsky fram till en partikelstorlek
(for tobaksmosaikens smittbérare) som ungefir
stimde Overens med hemoglobinets, men inte
med hemoglobinmolekylen, utan med den kollo-
idala partikeln, sammansatt av flera molekyler,
motsvarande en diameter av ca 30 nm.

Smitta via ympar, insekter
eller vaxtsaft

I en foreldsning vid the American Philosophical
Society’s arsméte i Philadelphia den 1 april 1923
[21] samlade Duggar och Karrer Armstrong (som
gift sig sedan sist) alla dittills kdnda fakta om
filtrerbara virus funnai vixter, och om sjukdomar
som antagligen orsakades av sddana. De fiste
uppmirksamheten pa likheten i utseende mellan
drftliga firg- och formfordndringar och sddana
som inte drvs men som §verfors genom ympning
av grenar eller skott pa symptomldsa triad eller
plantor. De diskuterade deras smittsamhet. I de
flesta av fallen tycktes ympning vara det enda
overforingssittet, men nagra sjukdomar kunde
overforas pé annat sétt (ocksd). En mutationslik
forindring i Datura fordes vidare med froet till
79% av avkomlingarna [10], ett fall av "icke-
Mendelsk nedirvning”. En sjukdom pa ameri-
kanska sockerbetor, beet curly top”, dverfordes
med en sdrskild insekt, en stritart, forutsatt att en
viss tid forflot fran det att striten s6g pa en
infekterad betplanta till dess att den s6g pa en
frisk. Mosaiksjukdomarna, tobaksmosaik, gurk-
mosaik, bénmosaik etc, smittade direkt via vixt-
saften, men bara genom sar av nagot slag [21].

Sammanfattningsvis, skrev Duggar och Karrer
Armstrong, tyder fakta pa att virus utanfor cellen
beter sig som vilken kolloidal partikel som helst,
alldeles livids, medan det inuti cellen ddremot
tycks uppvisa en sirdeles aktivitet. En ny mirklig
upptidckt maste de ocksd nidmna, det s.k.
d’Herelle’s fenomen. Med det forholl det sig pa
foljande sitt:
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Den 4 december ar 1915 publicerades i den
medicinska tidskriften the Lancet en artikel av
den engelske mikrobiologen F.W. Twort [59].
Titeln 14t inte ana ndgot ovanligt. Twort hade
kommit pa tanken att det bland "ultramikoskopi-
ska virus” likavil som bland bakterier, svampar
och andra varelser borde finnas stammar, raser
eller arter som inte var sjukdomsframkallande,
inte parasiterande pa andra. Sddana borde vara
ldttare att odla pd konstgjorda substrat. Twort
forsokte ihirdigt isolera virus fran jord, gdsel,
griis, ho, halm och dammvatten och han provade
flera hundra odlingssubstrat — forgives. Da dver-
gick han till att forsoka isolera nagot odlingsbart
fran djur med rabies och kokoppor, dven det
forgives.

Glasiga flackar pa agar
Detvarnirhan arbetade med ettisolatav vaccinia,
kokoppevirus, som han upptickte ett mérkligt
fenomen. I flera av de provror med niringsagar
somhan hilltsittisolati, upptridde liksom vattniga
omriden, och de smé fororenande bakterier,
mikrokocker, som ofta fanns pa agarn, véxte inte
vidare nir han flyttade 6ver dem till nya ror. Lit
han dem vara kvar bildades genomskinliga,
»glasiga” omréden i deras kolonier och i dessa
genomskinliga flickar kunde han inte hitta ndgra
bakterier ldngre, bara ett slags sma “korn”. Tog
han ytterst lite frin en s&dan flick och nuddade
friska vita eller gula mikrokockkolonier med,
uppstod en ny glasig flick runt den punkt dér
kolonin nuddats. Fran denna nya flick kunde en
ny liten portion tas ut och smitta nya kolonier
0.s.v.,0.s.v.,men aldrig kunde det ”glasiga” viixa
sjilv p& ndgot enda slags medium. Spéddes det
med vatten eller saltlésning passerade det genom
de finaste porslinsfilter. Det kunde i viss mén
smitta stafylokocker, men inte streptokocker,
kolibakterier etc.

Twort tinkte sig flera mojliga forklaringar till
fenomenet. Att det rorde sig om ett “filtrerbart
ultramikroskopiskt virus” forstod han, men vad
var di det? Det var det ju ingen som visste.
Bakterieparasiten kunde vara en mycket liten
amoba (ett slags urdjur), “levande protoplasma”,
ettenzymmed tillvixtméjligheter, troligen en del
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av bakterien sjilv, kanske frin ett tidigare sta-
dium i dess historia, eftersom den tycktes kunna
uppstd spontant i kolonier av mikrokocker. Om
det var ett separat virus kunde det vara en icke-
patogen form av vaccinia (eftersom det var detta
virus han hade tillfért frin borjan) varvid han
forestdllde sig att ett icke-patogent virus mycket
vil kan angripa bakterier, medan dess patogena
form endast kan viixa i infekterade djur.

I varje fall var Twort néstan siker pa att dethan
hade upptiickt var en infektios sjukdom pa bakte-
rier. Lingre fram i sin artikel beskriver han ett
liknande fenomen pé tyfoidbaciller och beklagar
att han inte ftt tillfdlle att fara till Dardanellerna
och undersotka dysenteriforhdllandena dir. Han
har ingen ekonomisk méjlighet att arbeta vidare
och komma fram till definitiva slutsatser om det
han funnit, men han &verldimnar med sin artikel
riktlinjer for vidare verksamhet till dem som #r
mera lyckligt lottade &n han.

Mikrob blir bakteriofag

Tworts artikel vickte ingen respons, kanske be-
roende pé kriget. Tva ar senare, 1917, kom en
rapport frin fransmannen Felix d’Herelle, Han
hade i Paris kunnat bevittna ett utbrott av dysen-
teri, just ett sddant som Twort hade 6nskat sig. Nu
beskrev han hur han hittat en mikrob, antagonis-
tisk mot dysenteribakterien. Utan négon detalje-
rad redogorelse for sina experiment och med stor
sjilvsikerhet i sin slutsats, gav han den osynliga
mikroben namnet bakteriofag [19]. Tworts arbe-
te nimnde han inte med ett ord, trots att vissa om-
standigheter tyder pé att han kénde till det [63].

Namnet bakteriofag vann gehor, och dess for-
intande verkan pé bakterierna kom lénge att kal-
las d’ Herelles fenomen”. Det var detta fenomen
som Duggar och Armstrong nimnde ar 1923
[21]. De frégade: omnu alla virus &rminibakterier,
varfor lever dé inget av dem i smor, i mjolk, i
jord? Finns det ndgon ultramikroskopisk orga-
nism som gir att odla utanfor cellen? Ar det
méjligt att en protoplastisk partikel, en cell, kan
vara lika liten som en hemoglobinpartikel och
and4 bira med sig alla egenskaper som en individ
mdste ha just for att kunna vara en individ?
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Men — for att kunna sprida sig sd snabbt i
vixtvivnader som ju virus bevisligen gir, méste
partiklarna vara s& sma att de ryms i de proto-
plasmabryggor som frenar cellerna. Vixtceller
ar till skillnad frén djurceller férsedda med vigg,
och de smala plasmabryggorna ér enda végen in.

Gen som hoppat over

skaklarna

”Sammantaget”, slutar Duggar och Armstong,
’kan vi inte undvika intrycket att den agent som
orsakar mosaiksjukakan varaen produktav vérd-
cellen, inte en enkel produkt sisom ett enzym,
utan en kromatinpartikel, kanske en gen, som
hoppat 6ver skaklarna och fatt formégan att foroka
sig, som fortsétter att skapa stérningar och stimu-
lans i sin viig —och den vigen 4r bara den levande
cellen [21].

James Johnson, vixtpatolog 1 Wisconsin, 4g-
nade hela sitt liv at tobaksplantans sjukdomar.
Hans lirjunge Maurice Mulvania ansig det vara
pé tiden att tillimpa nya idéer och ny teknik pa
forskningen om tobaksmosaikvirusets natur. Han
fann att forvinande fi undersdkningar av virus i
egenskapen kemiskt &mne hade gjorts, och att
samverkan med forskare sysselsatta med animala
virus praktiskt taget inte forekom [45].

Mulvanias undersdkningar av hur tobaks-
mosaikvirusiorenad saft reagerar for ljus, virme,
dialys etc. ledde honom fram till att virus méste
vara nagot mindre &n en cell, en icke-levande
enhet, kanske en enkel kolloid. Hans kdnnedom
om Mrowkas och Andriewskys arbeten [43, 2]
medverkade till hans uppfattning av virus som
(méjligen) ett protein, med enzymatiska egen-
skaper.

Tobak testplanta

H. H. McKinney i Washington, dven han véxt-
patolog, gick ett par steg lingre 1927 [42], genom
att inse att for att kunna studera virus pé ett
tillfredsstéllande sitt krdvdes dels att ovidkom-
mande material i vixtsaften togs bort genom
rening, dels att det infordes en kvantitativ metod,
sa att man 1 varje steg av arbetet kunde méta
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virushalten i den 16sning man hade. Denna kvan-
titativa metod maste utarbetas forst. Ett mojligt
miétt pd koncentrationen i en viruslosning var hur
ménga ganger 16sningen kunde spidas och fort-
farande vara infektigs. For att mita infektions-
formégan krivdes ett litt saftoverforbart virus
och en littsmittad, ldttodlad indikatorplantart.
McKinney, som annars arbetade med sédesslag-
ens virus, valde tobaksmosaik med tobak som
testplanta. Som métt painfektionsférmagan kunde
han varken anvénda symptomstyrkan eller in-
kubationstiden (tiden mellan infektion och
symptomframkomst), for de varierade mycket
litet; andelen smittade plantor ddremot var ett
fungerande matt.

Supercentrifugering

Somreningsmetod fann McKinney filtrering vara
otillrdcklig; virushalten i filtraten blev for 1dg.
Han &vergick dérfor till att utnyttja tyngdkraften
och dess forstdrkning, centrifugalkraften, som
verkar pa en 16sning sa att storre och tyngre
partiklar sjunker till botten fortare &n de som &r
mindre och lidttare. Eftersom tyngdkraften ver-
kade for langsamt och dessutom gav alltfor varie-
rande resultat, 6vergick McKinney till den s.k.
supercentrifugen med ett maxvarvtal pa 50 000
per minut, motsvarande ungefir 70 000 x jordens
dragningskraft.

McKinney nadde inte 4nda fram, men andra
fortsatte pé den inslagna amerikanska vigen mot
ett rent, karakteriserbart virus, en véig som gjorts
mojlig av framgangarna inom kemi och teknik.
Carl Vinsonoch A. W. Petre vid Boyce Thompson
Institute for Plant Research i New York gjorde en
serie experiment med rening av tobaksmosaik-
virus genom omvixlande utféllning och centrifu-
gering [60, 61, 62]. De provade méanga utfdllande
tillsatser, salter, organiska vitskor etc. Deras
renaste produkt var lika infektios som den véxt-
saft de utgick fran men inneholl bara 1 % av dess
torrsubstans [62].

Antiserum mot vaxtvirus?

En annan vég till klarhet om virus’ natur var den
immunologiska. Det var sedan tidigare ként att
extrakt frin savil djur som vixter hade antigena
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egenskaper, d.v.s. forméga att i varmblodiga djur
framkalla specifika antikroppar, som band och
oskadliggjorde det antigena dmnet [22, 9]. De
antigena egenskaperna ansags vara knutna till en
speciell sorts proteiner, globuliner.

For att utrona effekten av en mosaiksjukdom
pA vixtens globulininnehall, extraherade M.
Dvorak i North Dakota ar 1927 viixtsaft fran dels
frisk, dels mosaiksjuk potatis (utan nirmare pre-
cisering av sjukdomen) som han renade frin
grovre besténdsdelar och injicerade i kaniner.
Utvunnet antiserum (blodserum med antikrop-
par) blandades med renad frisk och sjuk vixtsaft.
Olika spidningar av antiserum och av vixtsaft
provades, och vardera slagets antiserum (mot
frisk resp. sjuk saft) blandades med sdvil sjuk
som frisk vixtsaft. Reaktionen syntes som en
utfillning, precipitin, av antigen- antikropp-kom-
plex i de fall antigen och antikroppar motsvarade
varandra. Dvoraks slutsats av experimenten blev
att mosaiksjukan paverkade vixtsaftens globulin
till att framkalla delvis andra antikroppar &n den
friska saften gjorde [22].

Aret dérpé upprepade och utvidgade Helen
Purdy Dvoraks serologiska undersékningar, men
med tobaksmosaikvirus [49, 50]. Hon fann att
mosaikhaltig tobakssaft forlorade sininfektiositet
om den blandades med antiserum mot tobaks-
mosaikvirus, didremot inte nir antiserum mot
frisk tobakssaft tillsattes [49]. Frisk och virushal-
tig tobakssaft visade sig ha vissa antigena sub-
stanser gemensamt, medan virushaltig saft av
tomat, paprika, petunia och tobak hade gemen-
samma antigena substanser som inte kunde pé-
visas i frisk tobakssaft. Alla antikroppar i serum
mot frisk saft avligsnades genom absorption vid
tillsats av virussaft, men i1 serum mot virussaft
blev det antikroppar 6ver efter absorption med
frisk saft.

Helen Purdy tolkade forsiktigt dessa resultat
s, att en specifik antikropp mot virussaft fanns
ndrvarande i antiserum mot sadan saft, men resul-
taten talade sjilva om att sddant antiserum ocksé
maste innehalla antikroppar mot frisk saft, och att
det alltsd inte var vixtens eget globulin som
#ndrades av sjukdomen [50].
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Jorgen Birkeland, som tagit del av bidde
Dvoraks och Purdys artiklar, satte upp de tre
mojligheter han sag till forklaring av virussaftens
antigena egenskaper och bes]ot forsoka tareda pa
vilken avdem som stimde bist med verkligheten.
Mojligheterna var: 1) virus forindrade plantans
eget antigen, 2) virus bands till plantans antigen,
3) virus verkade sjédlv som antigen.

En antigen fraktion

For att kunna avgéra frigan méste Birkeland
jamféra frisk och infekterad vixtsaft och deras
antisera inte bara med varandra utan ocksa med
en ren viruslosning och dess antiserum, s fri som
méjligt frén vixtprotein, eftersom “bevisen for
att det bara dr protein som kan fungera som
antigen ir overvildigande”. Han anviinde en av
Vinson och Petre’s reningsmetoder [61] ochkom
till foljande resultat av sinjimforelse: Saften fran
en virusinfekterad planta innehdller, forutom
samma antigena bestindsdelar som den frdn en
frisk planta, dven en antigen fraktion, oskiljbar
frin virus sjilvt. Denna antigena faktor r speci-
fik for varje sdrskilt virus. Med all sikerhet &r
denna faktor antingen virus sjilvt eller ett virus-
vixt-protein-komplex [9].

Lika delar protein och

thymonukleinsyra

Utvecklingen av biokemisk teknik under 1930-
talet visade ocksé vilg till kunskap om bakterio-
fagernas sammanséttning. I Frankfurt utvecklade
Max Schlesinger differentialcentrifugerings-
tekniken, alltsd konsten att genom omvixlande
ldgvarvig och hogvarvig centrifugering befria
viruslosningen frén bestdndsdelar storre respek-
tive mindre 4n viruspartiklarna. Ar1933hadehan
béde renframstillt en kolibakteriofag i mingder
synliga for blotta dgat” och ur sedimentations-
data fran centrifugeringen beriiknat dess partikel-
storlek till 90 nm. P4 samma s#tt métte han andra
bakteriofager och jimforde med tidigare mit-
ningar som baserats pa filtrering. Schlesingers
virden var genomgaende hogre, ofta dubbelt sa
héga [51], och genomgéende riktigare, som his-
torien skulle komma att visa. Ar 1934 hade han
kemiskt analyserat sin renframstillda fag, och
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funnit att den huvudsakligen bestod av protein
med sd hog fosforhalt "att det 14g nira till hands
att tinka sig att det utgjordes av nukleoproteider”
[52]. Fore sin tragiska dod i exil i London 1937
hann han visa att hans rena fagmaterial bestod av
ungefir lika delar protein och thymonukleinsyra,
nu kind som DNA [53].

Max Schlesinger var den forste att visa vad ett
virus &r rent kemiskt. Han borde fatt dran som
banbrytare, men den fick han inte. Den tillkom i
stillet den amerikanske biokemisten Wendell
Stanley, en mindre omsorgsfull man, men betyd-
ligt mer drelysten. Hans verk paskyndade utveck-
lingen, men hans slutsats var forhastad. Vad
gjorde han da? Han kristalliserade ett “protein
med tobaksmosaikvirusets egenskaper” [56].

Infektios kristall

Mrowka var for tidigt ute med sitt globulin ar
1912. Schlesinger och flera av hans kollegor f6ll
offer for nazismen [63]. Men for Stanley rickte
det med att visa upp en infektios kristall for att
hela vérlden skulle haka pa. Just den kristallina
formen togs som intékt for att dmnet var rent, och
det var det som fascinerade: att ett rent kemiskt
amne kunde parasitera och foréka sig. Efter
Stanleys foreldsning om sitt arbete vid den 2:a
internationella mikrobiologiska kongressen i
London 1936, tog patologer, mikrobiologer,
biokemister, fysikaliska kemister och kristallo-
grafer fatt i kristallerna och undersékte dem med
all tillgdnglig teknik. Ménga fick materal direkt
fran Stanley, som sjidlv ocksa arbetade vidare
med det, andra gjorde egna kristaller.

En engelsk grupp, bestdende av Frederick
Bawden, "virusfysiolog”, Norman Pirie, bioke-
mist, samt John Bernal och Isadore Fankuchen
frén kristallografiska laboratoriet i Cambridge,
bekriiftade Stanleys resultat, men fann att det gick
att rena proteinet ytterligare till en flytande kris-
tallisk fas [6]. De upptiickte ocksd att proteinet
inneholl 0,5 % fosfor och 2,5 % kolhydrat, som
kunde isoleras som nukleinsyra av ribostyp fran
upphettat protein. Métningar i flytande och tor-
kade kristaller med hjdlp av rontgenstrale-
refraktion avsldjade parallella stavformiga mole-
kyler, identiska i genomskérning, uppbyggda av
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underenheter. Deras genomskérningsyta berdk-
nades vara minst 20100 {e\ngstrtjm2 (1A=0,1nm),
langden var svarare att bedéma och inte sikert
lika for alla. Forfattarna bedomde fyndet vara av
ett visst intresse, som skulle stegras betydligt om
detkunde visas att stavarna de hittat verkligen var
viruspartiklar.

Inget inre vatten

Aret diirpa, 1937, hade Bawden och Pirie under-
sokt de flytande kristallerna ytterligare [S]. De
visade sig bestd av enbart protein och nukleinsyra
utan inre vatten, vilket skarpt skilde dem fran
bakterier. Nukleinsyran inneholl en pentos (sock-
erart med 5 kolatomer) och fargades inte av det
reagens som pavisar desoxi-varianten (en pentos
med 2 syreatomer mindre). Den reagerade inte
med antiserum mot tobaksmosaivirus, vilket dér-
emot det ursprungliga preparatet gjorde. Forhal-
landet mellan méngderna nukleinsyra och pro-
tein i detta dndrades inte genom utfillning med
specifika antisera, vilket visade att de bada dm-
nena maste hiinga ihop, inget av dem kunde vara
en fororening av det andra. Stanley hade fran
bérjan inte uppgivit ndgra fynd av vare sig fosfor,
svavel eller kolhydrater i sina preparat men med-
gav ar 1937 fosfor- och svavelméngder som
stimde med Bawden och Pirie’s. Den nuklein-
syrasom han till sisterkéinde fanns i hans preparat
avfiardade han som en fororening, uppenbarligen
for att inte forta “renheten” fran sina kristaller.

Vid den hér tiden rddde uppfattningen att ett
kristallint material maste bestd av ett enda ke-
miskt dmne. Detta ér inte sant, hivdade Bawden
och Pirie. Vixtfibrer, harstrdn, muskler, ja till och
med bakteriesuspensioner &r precis lika kristall-
ina somrenat tobaksmosaikvirus. Alltsé finns det
inte heller ndgot motsatsférhdllande mellan det
levande och det kristallina. Over huvud taget 4r
det meningslost att anvinda orden “levande” och
”icke-levande” om virus ansdg Bawden och Pirie,
som tvivlade pa att dessa ord hade nigon som
helst vetenskaplig innebérd [5].

Vad var d& nukleinsyra?

Redan ar 1869 hittade Fritz Miescher ett dmne
som han kallade nuklein” eftersom det bara
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fanns i cellernas kirna (nucleus) [46]. Ett par ar
direfter hittade Hoppe-Seyler en liknande foren-
ing i jasteeller [13]. Vid senare analys visade sig
nukleinet bestd av en del protein och en del som
inneholl bl.a. fosforsyra. Denna sistndmnda del
fick d& namnet nukleinsyra. I slutet av 1930-talet
kinde man till att "Mieschers nukleinsyra” var
uppbyggd av fosforsyrakopplad till molekylerav
sockerarten desoxiribos och till s.k. kviivebaser,
puriner och pyrimidiner, alltsd kol-vite-kvive-
ringar, varav man identifierat 4 olika: purinerna
adenin och guanin samt pyrimidinerna cytosin
och thymin. Nukleinsyran fran jist inneholl ribos
i stillet for desoxiribos och pyrimidinen uracil i
stiillet for thymin.

Hubert Loring i Princeton, USA, kunde ar
1939 visa att nukleinsyran i tobaksmosaikvirus
stimde med den i jist, &tminstone betridffande tre
av kviivebaserna: adenin, guanin och cytosin, och
alltsé var en ribonukleinsyra [38].

Virus’ struktur synlig

Samma 4ar, 1939, kunde man for allra forsta
gingen se virus! I samarbete med herrarna von
Borries och Ruska vid Siemens laboratorium f6r
elektronoptik, lyckades G. A. Kausche fran Ber-
lins Biologiska Riksanstalt se och fotografera
partiklar av potatisvirus X och tobaksmosaik-
virus 1 20-25 000 gangers forstoring [35, 36]. Nu
kunde man sjilv se, med hjdlp av detta nya
»Ubermikroskop”, att tobaksmosaikvirus utgjor-
des av 15 nm tjocka, sexkantiga stavar, 150 och
300 nm ldnga. Det kunde ocksa visas att kortare
bitar, som sedimenterade som en sérskild frak-
tion i ultracentrifug, inte var infektidsa och alltsd
representerade sonderbrutna partiklar; eit bevis
for att viruspartikeln var en molekyl med be-
stamd storlek [36].

Reaktionen pd denna nya mdjlighet kan be-
skrivas som en ndgot hipen littnad: nu hiingde
allt inte lingre pa de besvirliga kristallvinkel-
berikningarna! Nu kunde man med ny sékerhet
triinga lingre in i materiens minsta detaljer och
ddrigenom snabbare komma fram till den kun-
skap man ville na.
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Men rontgenstraleoptiken hade langt ifran spe-
lat ut sin roll. Annu var elektronmikroskopet inte
utvecklat dithén att det kunde ersitta de kristal-
lografiska studierna. Genom demavsljade Bernal
och Fankuchen 1941 en del av tobaksmosaik-
virusets partikelstruktur. Proteinmolekyler,
“underenheter”, om 11x11x11 A3 tycktes ligga
packade ldngs staven ungefir som travade ringar,
ddr varje ring utgjordes av 6 underenheter, dédrav
den hexagonala strukturen. Antalet ringar lings
varje stav var en multipel av 24 [8].

Underandravirldskrigetkomman inte mycket
langre med vixtvirusundersdkningarna. Dels var
maninneiett svart skede, eftersom tekniken dnnu
inte medgav arbete med ren nukleinsyra, man
kunde inte hélla den fri frén nedbrytande enzymer.
Dels misstrodde tyskar, amerikaner och engels-
miin varandra. Allt ndgon av dem gjorde, gjorde
de andra om, for sikerhets skull [46].

Nukleinsyrans roll avsidjad

Avsldjandet av nukleinsyrans roll kom ar 1944
frén ett helt annat hall, nimligen det medicinska.
Invindningsfritt visade Oswald Avery, Colin
McLeod och Maclyn McCarty vid Rockefeller
Institute for Medical Research, att nukleinsyra
frdn en typ av bakterier kan f& en annan typ av
samma art att bete sig som den typ som
nukleinsyran kom ifrén [4]. F. Griffith i England
hade langt tidigare, 1928, upptickt, att om mdss
injicerades med en liten dos levande pneumo-
kocker av typ II (ofarliga bakterier) tillsammans
med en stor dos avdsédade av typ III (fatala),
insjuknade mossen och typ I kunde utvinnas ur
deras blod i renkultur. Nu ville Avery och hans
medarbetare isoleraden aktiva princip som astad-
kom denna Gvergang till en annan typ, och om
mojligt bestimma den kemiskt. De renade
avdodade typ ITl-celler genom att avligsna allt
som de tinkte inte kunde vara inblandat, satte det
rena preparatet till kolonier av en oinkapslad
variant av typ IT och ség att dd i stillet bakterier
med gldnsande polysackaridkapslar, som visade
sig vara av typ III, borjade viixa ut pa substratet.
Deras renade preparat, helt fritt frin protein och
polysackarider, visade sig efter kemisk analys
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och nedbrytningsférsok med olika enzymer vara
desoxiribonukleinsyra. De nya typ IlI-cellerna
#ndrade sig inte tillbaka igen, de forckade sig till
enbart typ II-celler i fortséttningen. Alltsd maste
sven den aktiva, styrande principen, desoxi-
ribonukleinsyran, pa nigot sitt foroka sig.

Nukleinsyran forokar sig

Hur gick det da till niir en nukleinsyra forokade
sig 7 Ett1dmpligt system att studera for att fa svar
pé den frégan borde vara virusinfekterade celler,
dér virusforokning och ddrmed en extrem nuklein-
syreproduktion forsiggick. Alldeles sarskilt1amp-
liga var bakterieceller, lattodlade, enhetliga och
mojliga att infektera simultant. Seymour Cohen,
biokemist i Princeton, som kommit att inrikta sig
pavirusforskning delvisisamarbete med Wendell
Stanley, valde att f6lja férokningen av bakterio-
fagen T2 i kolibakterier [15]. Han fann att medan
friska bakterieceller producerar en rad olika cell-
bestandsdelar, alstras i infekterade celler nistan
enbart virus, desoxiribonukleinsyra (DNA) och
virusprotein. Genom att sitta radioaktivt fosfor
till bakteriernas néringssubstrat fore eller efter
infektion och sedan undersoka vart det tagit vi-
gen, visade han att bakterieceller tillverkar virus-
DNA av dmnen upptagna ur néringssubstratet
och inte genom omvandling av sina egna be-
standsdelar. Virusproduktionen f6ljde inte samma
monster som forékningen av enheter “av sjilv-
fordubblande typ” sdsom celler. RNA medver-
kade inte, och syntesen av viruskomponenter
beskrev inte den vanliga s-formade kurvan.

Virus tycks alltsd inte féroka sig genom del-
ning utan snarare genom kopiering; det ser ut som
om virus ger cellen en mall och cellen inriktar
hela sin produktionsapparat p4 att tillverka mole-
kyler enligt mallen. "Denna hypotes dr ltt att
formulera”, skrev Cohen, "men den ar langtifran
ldtt att forstd och dnnu svarare att testa”. Han
forutspadde att det skulle komma att ta lang tid att
forstd hur sjdlva kopieringen gér till, men att det
inte borde vara omojligt for hans samtida bio-
kemister att isolera nddvindiga enzymer och
ordna ett ndringssubstrat, forse det med en ldmp-
lig energikilla, tillséitta virusmallen och sé kunna
odlavirus pdkonstgjort substrat, intligen! Isjdlva
verket blev det precis tvértom.
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Nukleinsyran nédvandig vid
infektion

Direktbevis for att nukleinsyran drnodvéndig for
infektion gav Roy Markham och hans medarbe-
tare vid virusforskningsenheten i Cambridge ar
1948, nér de uppdagade att turnip yellow mosaic
virus vid centrifugering delades i en topp- och en
bottenfraktion. Den tyngre bottenfraktionen be-
stod av hela viruspartiklar med bade (ribo-) nu-
kleinsyra och protein, medan toppkomponenten
utgjordes avenbart protein, identiskt med botten-
komponentens. Det rena virusproteinet saknade
helt infektionsformaga, medan de kompletta par-
tiklarna var starkt infektitsa. Ur plantor infekte-
rade med dem kunde virus utvinnas som separe-
rade i en topp- och en bottenfraktion. Ytterligare
undersokningar, serologiska och elektroforetis-
ka (som bygger pa att partiklar av olika storlek
och med olika elektrisk [addning ror sig olika fort
i en losning utsatt for elektrisk spidnning), av
samma virus tydde pé att nukleinsyran fanns inuti
och proteinet utanpd, som ett holje, och att topp-
komponenten utgjordes av sidana,tomma, héljen
[40].

Protinets funktion

Om nu nukleinsyran bade infekterar virdcellen
och dirigerar forokningen, vad har da proteinet
for funktion? An en gng var det bakteriofagerna
som fick ge svar. Att fagernas proteinhélje kunde
skiljas frain DNA genom osmotisk chock och
bildatomma "spoken” med forméaga att adsorberas
till bakteriernas cellvigg visades ar 1951 av Ro-
ger Herriott [30]. Alfred Hershey i Washington,
en av dem som grundade Cold Spring Harbor’s
berdmda fag-grupp”, och Martha Chase gav ar
1952 en bild av hur en bakteriecell infekteras
[31]. Bakteriofagerna adsorberas till bakteriens
cellvigg med hjilp av sitt proteinhélje. Holjet
stannar utanfor cellen, men DNA tar sig in. |
korthet dr detta vad experimenten med radioak-
tivt fosfor och svavel for mirkning av DNA
respektive protein i olika utvecklingsstadier av
infektionen avslgjade. Hershey och Chase drog
sjdlva slutsatsen att proteinet tjdnar som skydd
for DNA utanfor cellen, att det fister fagen pa
cellviiggen och att det ombesdrjer injektionen av
DNA i cellen.
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Om likheten mellan virus

och gener

Tidigare under 1900-talet, nér grinserna mellan
vetenskaperna inte var sé skarpa och, framforallt,
forskningen var mer Overblickbar, lade béade
mikrobiologer och genetiker mérke till likheterna
mellan virus och gener. I en not i Franska biolo-
giska séllskapets skriftserie 1920 jimforde fag-
forskaren Eugene Wollman en tolkning av
d’Herelles fenomen med Charles Darwins anta-
gande om drftlighetens grunder [66]. Bordet och
Ciuca hade tidigare samma ar kallat bakterio-
fagernas verkan “en édrftlig, smittsam variation”,
som maste tillskrivas sddana intracelluldra fakto-
rer som bade kunde fordka sig i nedstigande led
och sprida sig horisontellt i mediet. Darwin antog
ar 1868 att cellerna sinde ut sma korn som “cir-
kulerade fritt i systemet”, forokade sig genom
delning och si sméaningom gav upphov till lika-
dana celler som dem de kom ifrén. Permanenta
fordndringar i dessa korn astadkom den Adrftliga
variationen.

Om man nu 6versatte Darwins “system” med
“bakteriekulturer”, skulle hans ”smé korn™ helt
enkelt vara ”de intracellulira faktorerna”,
bakteriofagerna.

Genetikern H. J. Muller i Texas skrev tva ar
senare om genernas mirkliga formaga till
autokatalys, alltsd till att kunna arrangera sin
egen forokning genom att omvandla omgivande
material till en produkt identisk med sig sjdlva.
Ja, han gick sa l&ngt som till att skriva: “det nya
materialet 14ggs intill den ursprungliga genen”,
och det dr genen sjdlv som dstadkommer detta
genom att attrahera det byggmaterial protoplas-
man tillhandahéller. Han jaimforde detta fenomen
medd’Herelle’s, som dven det var autokatalytiskt,
och inte nog med det, kunde fordndras pa ett
bestaende sitt, motsvarande genernas mutatio-
ner. Antingen kunde det vara sa att d’Herelle’s
substans och generna, bada med drftlig variation,
verkade pé totalt olika sitt, vilket skulle 6ppna
mojligheten till tva helt olika slags liv. Eller
kanske d’Herelle’s virus verkligen var gener;isé
fall fick man ytterligare en vinkel att angripa
genproblemet fran [44].
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Genernas kemiska byggnad

kiarnar

Ar1933 beskrev en annan genetiker, M. Demerec,
gener med utgdngspunkt fran deras lokalisering i
cellen, deras mikroskopiskt synliga struktur, de
egenskaper de gav upphov till och 1 vilken ord-
ning de satt pa kromosomen, samt hur de kunde
forindras genom bestralning. Sedan visade han i
en figur en komplicerad organisk molekyl, ett
grovt diagrammatiskt exempel p& hur en gen
skulle kunna vara konstruerad, kemiskt sett. Fi-
guren forestillde thymonukleinsyra, DNA. De
fyra baserna fanns med, korrekt ritade, liksom
sockeroch fosforsyra. Detvarbara hopsittningen
av dem som inte stimde med den nutida versio-
nen [18].

En tredje genetiker, C. D. Darlington i Lon-
don, delade 1944 in generna i nukleéra gener,
plastogener och plasmagener [17]. De nukleédra
generna fanns i cellkdrnan, plastogenerna i cel-
lens plastider och plasmagenernai protoplasman.
Darlington ansdlg viras vara ett slags plasmagen
som inte behovde vara medfodd, utan kunde
forvdrvas senare genom infektion, en gen som
"frodades i fel organism”.

Samma ar, 1944, var det som Averys, Mac-
Leods och McCartys artikel om den transforme-
rande substansen i pneumokocker publicerades, i
en medicinsk tidskrift. Forfattarnas slutsats var
attden transformerande principen utgjordes aven
nukleinsyra av desoxiribostyp, och i diskussio-
nen foreslog de att den kunde vara en gen, ett
virus eller en ”Gverforbar mutagen”. Men atti-
keln var avsedd for mikrobiologer, inte for gene-
tiker. Sadana liste inte tidskriften den stod 1, och
genetiska sokord eller hinvisningar fanns inte i
de utdragsjournaler dér referatet var infort,
Chemical Abstracts och Biological Abstracts [69].
Budskapet om nukleinsyrans roll nidde helt en-
kelt inte fram till genetikerna.

Eller var det sé att de helt enkelt vigrade att tro
paen si enkel kemisk grund for sittkomplicerade
dmne? Inte ens Muller, som skrivit sd framsynt
om genernas funktion ar 1922, dgnade mer én ca
3 % av sin tid at "nukleinsyrans méjliga roll” nir
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han talade infor Royal Society i London om
”Genen” i november 1945. Tankén att generna
utgjordes av DNA vann langsamt insteg under
aren vid 1900-talets mitt utan att klart deklareras,
och utan att nagon tycktes gora nigot forsok att
bevisa det. Tidskriften Advances in Genetics
innehdll ingen referens till Averys artikel forrin
1955 [69].

Nukleinsyrans struktur

En som tagit intryck av artikeln om den transfor-
merande substansen, ddremot, var biokemisten
Erwin ChargaffiNew York. Han inspirerades till
att borja arbeta med nukleinsyror, och han och
hans medarbetare gjorde omfattande undersok-
ningar av DNA och RNA i olika organ i olika
djurarter, varvid méngden av de olika kvivebas-
erna i forhallande till varandra (baskvoterna)
jamfordes [14, 69]. Just dessa baskvoter blev en
vérdefull ledtrad f6r vinnarna av “the race for the
double helix”, James Watson och Francis Crick
[69].

Detriickte ju inte med att kéinna till den kemis-
ka sammansittningen av DNA. Nyckeln till dess
fundamentala funktion maste ligga 1 strukturen.

Biologiska molekylers form hade i slutet av
1940-talet blivit ett eget forskningsdmne som
kallades molekyldrbiologi. En molekylérbiolog
var enligt Crick en blandning av kristallograf,
biofysiker, biokemist och genetiker (som de nér-
maste decennierna framét kom att arbeta huvud-
sakligen med virus). Gissningar ochmodellbygge
var minst lika viktiga arbetssitt som teknik och
berékningar [57] .

DNA:s gata

Molekylédrbiologernas stora uppgift i borjan av
50-talet var att 16sa DNA-ets gita, att bestimma
hur molekylen méste se ut for att kunna fungera,
som molekyl forst och frimst, men helst ocksa pa
sitt unika sitt. I februari 1953 hade Linus Pauling
och Robert Corey i Kalifornien en struktur med
tre tvinnade stringar firdig [48]. T april samma ar
publicerades det slutliga forslaget av Watson och
Crick i Cambridge [65]. Deras struktur bestod av
tva stringar av fosfat-socker-fosfat-socker i pa-
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rallell spiral; the double helix, sammanhéllna av
de hopparade kviivebaserna, sd att en purinbas
fran den ena stringen binder en pyrimidinbas frin
den andra; adenin-thymin och guanin-cytosin.

Strukturen stdmde dels med alla kristallografi-
ska matt, dels med Chargaffs baskvoter, Den
medgav ett odndligt antal variationer, eftersom
baserna lings den ena stringen kunde komma i
precis vilken ordning som helst. Samtidigt erbjod
den en suverin kopieringsmekanism (vilken inte
undgétt forfattarna) genom att varje bas pd den
ena stringen mdste kopplas till sin motsvarighet
pé den andra, innebérande att den ena stringens
ordning foreskriver den andras.

Mekanismen var klar, bitarna hade fallit pa

plats. Allt var inte prévat men skulle komma att
bli det.

Aminosyrafrekvensen

bestams

Aret dirpa foreslog Watson pa basis av rontgen-
stralediffraktion enny spiralstruktur, nu av tobaks-
mosaikvirus, med RNA i mitten som en spiralfji-
der och ca 1200 proteinmolekyler, vardera med
en molekylvikt pa 35000, fista lings med den,
bildande ett holje runtom [64].

Den elektronmikroskopiska bekriftelsen pa
att partiklarna verkligen sdg ut pa det séttet kom
1955 frén Californien, av Roger Hart [29].

Om man med biokemiska metoder forst skilde
tobaksmosaikvirusets proteindel frin dess RNA
och sedan sammanforde dem igen, forenade de
sig till partiklar, visade H. Fraenkel-Conrat och
Robley Williams i Californien 1955. Det gick
ocksa bra att pd detta sitt gora partiklar av RNA
frén en virusstam och protein frdn en annan.
Hybridvirusetreagerade serologiskt som protein-
leverantdren men gav vid infektion symptom i
véxten som liknade dem av den stam som RNA-
et kom ifrdn [23, 24, 25].

Négra ar senare lyckades det att spjilka

tobaksmosaikvirusets proteinhélje enzymatiskt
aminosyra for aminosyra (det finns 20 st olika

69



aminosyror, proteinets minsta bestindsdelar) och
bestimma dem, sd att hela holjet blev kemiskt
kartlagt. Gruppen vid Max-Planck-institutet i
Tiibingen kom forst, i juni 1960 [1], Berkeley-
gruppen i Californien som god tvda i september
samma ar [38].

Vad vet vi om virus idag?

Under tiden som f6ljde utforskades nukleinsyran
i virus efter virus. De flesta vixtvirus visade sig
innehalla enkelstrangad RNA [39, 55], men det
finns ocksd sddana med dubbelstringad RNA
[26] och sddana med DNA, dubbelstriangad [54]
eller enkelstringad [28]. Ménga véxtvirus, kan-
ske de flesta, har inte all sin nukleinsyra i en
partikel utan i tvd eller tre eller flera; de dr vad vi
kallar multikomponenta. Under 1970-talet bor-
jade tobaksmosaikvirusets RNA kartldggas, och
vi vet nu ganska mycket om bade i vilken ordning
nukleotiderna kommer och vilka slags protein de
kodar fér [16]. Vi vet mycket om hur virus
forokar sig, vi kan tillverka komplementdrt DNA
motsvarande virus-RNA, vikantillverka hybrider
och vi kan bygga in nukleinsyredelar fran virus i
virdvixters genuppsittning for att fa véixterna att
sjalva producera virusprotein som hindrar det
riktiga viruset fran att infektera, s.k. transgena
plantor.

Vad vi dnnu vet mycket litet om ddremot, ir
samspelet mellan virus och viird, omhur sjukdom-
arna egentligen uppstar. Dérvid 4r det inte var
kunskap om virus som #r otillriicklig, utan sna-
rare vér insikt i hur cellen verkar, och, i 4nnu
hogre grad, hur den sammansatta organismen,
det komplicerade livet, fungerar. Man kan nog
idag s#ga, att vi vet vad virus dr. Det som éterstar
ar resten av livet. Genom studier av virus har
molekyldrbiologin vixtfram och utvecklats. Trots
att virus frin var synpunkt sett dr ndgot snett i
tillvaron, dr det med dess hjilp vi har natt in till
livets kiirna. Nu ir vi, med molekylédrbiologins
hjélp, p& vig utigen till det alltmer sammansatta.
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