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Abstract 

Dieleman-van Zaayen, Annemarie, 1972. Mushroom virus disease in the Nether­
lands: symptoms, etiology, electron microscopy, spread and control. Doctoral 
thesis, Wageningen. ISBN 90 220 0407 A, (xii) + 130 p., 21 tbs, 56 figs, 
Eng. and Dutch summaries. 
Also: Agric. Res. Rep. (Versl. landbouwk. Onderz.) 782. 

During the 1960s, Dutch mushroom farmers suffered severe losses from 
an infectious disease. Three types of virus particles were associated with 
the disease: isometric particles 25 and 34 nm in diameter and bacilliform 
particles 19 nm wide and 50 nm long. Symptoms were highly variable. Two, 
possibly three types of particle, were demonstrated in ultrathin sections 
of diseased fruiting bodies; one type, the 34-nm particle, was observed in 
sections of virus-infected mycelium from a nutrient medium and of basidio-
spores from diseased mushrooms. 

The disease spread with viable mycelium and spores from infected mush­
rooms. The time of infection governed loss of yield: earlier infection con­
siderably reduced yield, whereas later infection did not. Results of the 
trials were used in drawing up control measures, which have been implemented 
among Dutch growers and have considerably reduced national losses, as shown 
by annual returns from the growers. 
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Samenvatting 

De afstervingsziekte vormde een ernstige bedreiging voor de champignon-

teelt in Nederland. Bij dit onderzoek konden uit zieke champignons [Agaricus 

bisporus (Lange) Sing.) drie typen virusdeeltjes worden gelsoleerd die vaak 

samen werden aangetroffen: isometrische deeltjes met een diameter van 25 nm, 

isometrische deeltjes met een diameter van 34 nm en langwerpige deeltjes met 

afgeronde einden (bacilliforme deeltjes) met een diameter van 19 nm en 50 nm 

lang. Injectie van jonge champignons met een celvrij preparaat waarin zich 

de drie soorten virusdeeltjes bevonden, veroorzaakte karakteristieke symp-

tomen. Her-isolatie van de drie soorten virusdeeltjes uit champignons van 

deze kunstmatig gelnfecteerde culture bleek mogelijk te zijn. Hiermee was 

het bewijs geleverd, dat de uit zieke champignons gelsoleerde virusdeeltjes 

inderdaad de oorzaak waren van de afstervingsziekte (paragraaf 2.1). 

De diverse symptomen van deze ziekte worden ook beschreven in paragraaf 

2.1. Zij zijn zeer variabel en dikwijls moeilijk te herkennen. In twijfel-

gevallen kan slechts de electronenmicroscoop uitsluitsel geven (paragraaf 

2.2). 

In paragraaf 3.1 wordt de ultrastructuur van virusziek champignonweef-

sel en sporen behandeld. In ultradunne coupes van champignonmycelium op agar 

werden aggregaten gevonden van dicht opeengepakte virusdeeltjes, vaak vlak 

bij een septum of in de buurt van een kern. (Uit later onderzoek bleken dit 

de deeltjes met een diameter van 34 nm te zijn). Voorkleuring van het weef-

sel, direct na fixatie, met uranylacetaat in water bleek noodzakelijk te 

zijn cm de champignon-virusdeeltjes duidelijk te kunnen waarnemen. In ultra­

dunne coupes van vruchtlichamen kwamen virusdeeltjes van 34 nm, vaak in 

grote hoeveelheden, voor in het cytoplasma, zowel in losse aggregaten als 

verspreid, en soms in vacuolen. Deze deeltjes werden ook waargenomen in doli-

poren, wat zou kunnen betekenen dat ze zich verspreiden van de ene eel naar 

de andere. Virusdeeltjes van 19 x 50 nm waren moeilijker waarneembaar en 

werden slechts enkele malen aangetroffen in weefsel van de steel. Virusdeel­

tjes met een diameter van 25 nm kwamen waarschijnlijk voor in cellen van de 

hoed van een monster champignons, waarvan uit een celvrij preparaat bekend 



was dat ze onder andere veel virusdeelties van 25 nm bevatten. In het weef-

sel waren de mogelijke 25-nm deeltjes veelal samengeklonterd en dan omgeven 

door een membraan. Aangezien deze deeltjes van dezelfde grootte zijn als ri-

bosomen, kan niet met zekerheid worden vastgesteld of het inderdaad virus­

deeltjes met een diameter van 25 nm zijn. In ultradunne coupes van basidio-

sporen, afkomstig van zieke champignons, werden groepjes 34-nm virusdeeltjes 

waargenomen in kleine vacuolen en sons in het cytoplasma van sporen. Per 

coupe van een spore werden aantallen tot enkele honderden virusdeeltjes ge-

constateerd. In weefsel of sporen van gezonde champignons werden geen virus-

achtige deeltjes aangetroffen (paragraaf 3.1). 

De morfologie van 25-nm champignon-virusdeeltjes bleek gelijk te zijn 

aan die van het knolle-geelmozaiekvirus (turnip yellow mosaic virus), dus met 

een T = 3 structuur, waarbij de subeenheden tot hexameren of pentameren ge-

groepeerd zijn (3.2). Een soortgelijke evenredigheid werd gevonden tussen 

staafvormige virusachtige deeltjes, die dikwijls gelsoleerd konden worden 

uit apotheciSn van de Ascomyceet Peziza ostracoderma Korf, en tabaksmozaiek-

virus (TMV) • P. ostracoderma (syn. Pliaaria fulva R. Schneider) is een on-

kruidschismel in de champignoncultuur. De negatief gecontrasteerde virus­

achtige deeltjes waren gemiddeld 17 nm in doorsnede en 350 nm lang en ver-

toonden een duidelijk waarneembare centrale holte. Soms werden dergelijke 

deeltjes aangetroffen in celvrije preparaten van zieke champignons, naast 

champignon-virusdeeltjes (paragraaf 3.2 en 3.3). Apothecien van P. ostraco-

derma waarin virusachtige deeltjes werden gevonden verschilden op het oog 

niet van apotheciSn zonder virusachtige deeltjes (paragraaf 3.3). In ultra­

dunne coupes van apothecien, waarvan bekend was dat ze virusachtige deeltjes 

bevatten, bleken kristalvormige aggregaten van de deeltjes voor te komen in 

de cellaag net onder de asci. Deze aggregaten bevonden zich vaak in vacuolen 

en bestonden uit kruiselings gerangschikte staven; ze deden sterk denken aan 

de door sommige stammen van TMV in planteweefsel gevormde aggregaten. Naast 

dergelijke overeenkomsten met TMV waren er echter ook verschillen, onder 

andere in structuur van de deeltjes. Afgezien van een oppervlakkige gelijke-

nis bleken de virusachtige deeltjes uit de schimmel toch wel duidelijk van 

TOV te verschillen (paragraaf 3.3). De relatie van deze deeltjes tot champig­

nons is nog duister. 

Hoofdstuk 4 behandelt praktische aspekten. In paragraaf 4.1 wordt aan-

gegeven, hoe groot de schade in 1967 was tengevolge van afstervingsziekte in 

Nederland, waarna wordt uiteengezet hoe onderzoek werd verricht in een ge-

Isoleerde kweekruimte van het Proefstation voor de Champignoncultuur in 



Horst (L.). Hieruit bleek dat verspreiding van de ziekte plaats vond via le-

vend mycelium en sporen van zieke champignons, hetgeen een bevestiging was 

van enkele literatuurgegevens. Proeven toonden aan, dat het tijdstip van in-

fectie van veel belang was voor de opbrengst: vroegtijdige inoculatie had 

een grote oogstderving tengevolge, terwijl latere inoculatie aanzienlijk min­

der schadelijke gevolgen had. Fust (plukdozen), dat meermalen gebruikt werd, 

droeg bij in de verspreiding van de ziekte door het gehele land. Als resul*-

taat van dit onderzoek werd een lijst samengesteld met maatregelen ter voor-

koming, c.q. bestrijding van de afstervingsziekte. Deze werd in november 1968 

onder de kwekers verspreid. De maatregelen zijn voornamelijk gebaseerd op 

volstrekte hygiSne: het verhinderen van verspreiding van de ziekte via myce­

lium en sporen van zieke champignons. 

Een onderzoek van broed, waaraan meer dan 100 kwekers gedurende ruim 

een jaar meewerkten, leverde geen duidelijke resultaten op, mede doordat er 

geen goede methode voorhanden was om broed op virus te toetsen. Broed zal 

echter wel virus kunnen bevatten, zij het in lage concentraties, maar andere 

verspreidingswijzen worden van veel groter belang geacht (paragraaf 4.2). 

Begassing met methylbromide bleek niet afdoende te zijn om de afster­

vingsziekte te bestrijden. Nog afgezien van de gevaren bij eventuele toepas-

sing, bleek het slechts champignonsporen vrij snel te kunnen doden, maar de 

resultaten van behandeling van champignonmycelium en broed waren zeer varia-

bel, respectievelijk teleurstellend. Vernietiging van sporen kan reeds be-

reikt worden met aanzienlijk minder gevaarlijke middelen (4.3). Gebruik van 

dit gas in de champignoncultuur moet ten sterkste worden ontraden. 

In paragraaf 4.4 worden nogmaals de proeven in de geisoleerde kweek-

ruimte beschreven, onder andere over wijzen van verspreiding en het belang 

van het infectietijdstip, nu met meer details, en wordt de uiteindelijke ver-

sie gegeven van de lijst van maatregelen ter voorkoming en bestrijding van 

de afstervingsziekte. Algemene toepassing van deze maatregelen leidde tot 

een vermindering van de totale schade, door deze ziekte veroorzaakt, zoals 

bleek uit jaarlijkse enquStes over 1967 t/m 1970 onder de Nederlandse champig-

nontelers. Virusziek mycelium bleek noch door warmtebehandeling bij 33 C, 

noch door herhaaldelijk overenten van de uiterste hyfentoppen, virusvrij ge-

maakt te kunnen worden. Wat betreft virusvrij basismateriaal en bestrijding 

wordt in de toekomst echter veel verwacht van rassen van een andere Agaricus-

soort, die tekenen van resistentie tegen champignonvirus vertoont. 
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1 Introduction 

Mushroom cultivation has expanded ernormously in the Netherlands during the 

last twenty years: the number of growers increased from fifty in 19S0 with 

a total production of about 250 000 kg mushrooms (Bels, 1962) to over a 

thousand, with an annual production of nearly 30 million kg mushrooms, in 

1970 (van de Pol, 1971). Mushrooms used to be grown in caves in the South ' 

of the country (Bels-Koning & Bels, 1958), but are nowadays grown in spe­

cially constructed mushroom-houses. 

In the 1960s the Dutch mushroom farmers suffered severe losses from a 

highly infectious disease, which proved to be due to virus. Growers could 

not eradicate the disease once their farms were contaminated. Yield was 

seriously reduced and the crop was of poor quality. A survey we held among 

Dutch growers showed that in 1967 and the first half of 1968, one in three 

mushroom farms was contaminated; on these farms average loss of yield was 

151. Thus in 1967 in the Netherlands, 4.51 or about 800 000 kg of mushrooms 

were lost, total yield being 17.5 million kg. 

Little was known about spread of the disease, though English and Amer­

ican literature gave some hints (Gandy, 1960; Schisler et al., 1967). Re­

ports on control were unsatisfactory (Last et al., 1967). 

Most results of my research have been published in nine articles and 

are here collected by subject rather than in chronological order. Literature 

on mushroom virus disease has been reviewed in each paper. 

Virus disease of cultivated mushrooms was the first clear example of a 

fungus infected by virus (Gandy & Hollings, 1962); later Blattny & Kralik 

(1968) described a virus disease of the wild basidiomycete Laocaria laaoata 

(Scop, ex Fr.) Cooke. There is considerable presumptive evidence that other 

fungi are subject to attack by viruses. Many reports describe virus-like 

particles in the fungi Alternaria tenuis Nees (Isaac & Gupta, 1964), Peni-

aillium etoloniferum Thorn (Ellis & Kleinschmidt, 1967), other Penicillivan 

spp. (e.g. Banks et al., 1968, 1969), Aspergillus foetidus Thorn & Raper 

(Banks et al., 1970), Ophiobolus graminis Sacc. (Lapierre et al., 1970), 

Sclerotium oepivorum Berk. (Lapierre et al., 1971), Pirioularia oryzae 



Briosi et Cav. (Ferault et al., 1971), and a phycomycete, kphelidiwn sp. 

(Schnepf et al., 1970). Lhoas (1971) has recently reported successful infec­

tion of isolated protoplasts of P. stoloniferum with such particles. 

Fungi are associated with viruses too as vectors of plant viruses (re­

viewed by Grogan & Campbell, 1966; Gibbs, 1969). Until recently, these vec­

tors were believed to be Phycomycetes only, but Yarwood (1971) detected an 

association between tobacco mosaic virus (TMV) and some Erysiphaceae (Asco-

mycetes). 

I have attempted to place some of the viruses infecting fungi and to 

determine their relationship to plant viruses. 

OUTLINE 

Section 2.1 comprises two papers. The first briefly describes the isolation 

of three types of virus particle from diseased mushrooms, and furnishes ev­

idence that these particles cause the disease. The partial purification de­

scribed was used in all further studies. Since establishment of the associ­

ation of the virus particles with the disease was an important step, this 

aspect preceeds symptomatology. The second paper deals with visual symptoms 

and, since it is the text of a lecture presented at the 7th International 

Congress on Mushroom Science, again mentions the detection of virus particles 

and proof that these particles cause the disease. Chap. 2 is concluded with 

Section 2.2, giving some new information and discussing the results. 

Chap. 3 deals with electron-microscopy. Section 3.1 comprises two pa­

pers about the intracellular appearance of a type of mushroom virus parti­

cle in vegetative mycelium, three types in fruiting bodies, and one type in 

basidiospores of Agarious bieporus. 

Section 3.2 gives detailed information on the morphological similarity 

between the 25 nm mushroom virus particles and turnip yellow mosaic virus, 

already mentioned in Section 3.1. This resemblance between a virus of a fun­

gus and of a higher plant leads on to a diversion from mushroom virus to 

virus-like particles associated with the ascomycete Peziza ostraooderma 

Korf (syn. Plioaria fulva R. Schneider) (Section 3.3). From this fungus, a 

common contaminant in mushroom nurseries, I isolated rod-shaped virus-like 

particles resembling TMV. Similar particles sometimes occurred in cell-free 

mushroom virus preparations (Sections 3.2 and 3.3). Section 3.3 also deals 

with the ultrastructure of apothecia of P. ostraooderma containing the rod-

shaped virus-like particles, and with a morphological study of the particles 



and comparison with TMV. Section 3.4 gives some additional information and 

discusses the results. 

Chap. 4 describes practical aspects of mushroom virus disease. Section 

4.1 deals with trials on spread and control. The paper represented in this 

section contains the first tentative list of measures to prevent or control 

the disease, as recommended to Dutch growers in November 1968. 

Section 4.2 describes an extensive investigation on spawn with the co­

operation of more than 100 mushroom growers. 

Section 4.3 covers trials with methyl bromide fumigant. The gas has 

been recommended in some countries to control mushroom virus disease; re­

search was needed on its efficiency as an after-crop sterilant. The section 

also briefly outlines the pattern of mushroom growing in the Netherlands. 

Section 4.4, like Section 4.1, deals with spread and control of the 

disease, but more fully. The section is the elaborated text of a lecture 

presented at the 8th International Congress on Mushroom Science in 1971 and 

will be published in Mushroom Science 8. Besides research on spread and con­

trol, it describes attempts to free mycelial cultures from virus, gives a 

definitive list of control measures, and shows from growers' returns the re­

sults of general implementation of the measures. Chap. 4 concludes with ad­

ditional information and a discussion (Section 4.5). 

Chap. 5 analyses and discusses all the results, and indicates lines 

for further research. 
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2.1 Etiology and symptomatology 
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Gandy (1960) was the first to demonstrate that a serious disease of the cultivated 
mushroom, Agaricus bisporus (Lange) Sing., could be transmitted be means of myce­
lium. Hollings (1962) isolated three types of virus particles from diseased fruit bodies; 
isometric particles with a diameter of 25 and 29 m\L respectively, and elongated partic­
les with rounded ends, size 19 x 50 mji. By injecting a small quantity of a cell-free 
virus preparation into the base of young carpophores he could prove its infectivity. 
Some weeks after injection a pure culture was made of mycelium from mushrooms 
growing on the inoculated trays. It showed the slow, abnormal growth, characteristic 
of the disease (Gandy and Hollings, 1962). At spawning mycelium from the injected 
trays was added to trays with healthy mycelium. The mushrooms produced were 
mis-shapen and cropping was greatly reduced (Hollings et al., 1963). The demonstra­
tion of infectivity, however, was not completed by means of re-iso!ation of virus partic­
les from carpophores harvested from inoculated trays. 
In the United States of America particles were also found to be connected with a 
transmissible mushroom disease. The particles observed had a diameter of 25 m\L 
(Hollings, 1965; Schisler et al., 1967). Infectivity of these particles was not demon­
strated. 
The present study was carried out in order to investigate the possible correlation 
between a transmissible, crop-reducing disease of cultivated mushrooms in The 
Netherlands which showed certain similarities with Mushroom die-back (Gandy and 
Hollings, 1962), and the three kinds of virus-like particles which could be isolated 
from affected mushrooms. 
Samples of fruit bodies, collected at mushroom farms where the disease was reported, 
were subjected to a combination of purification procedures based on those described 
by Hollings et al. (1965) and by Kitano et al. (1961). The latter method was originally 
applied to ECHO 7 virus, and was found to give very good results when used for puri­
fication of potato leafroll virus from its vector Myzus persicae (Peters, 1967). 
The purification procedure was as follows: either fresh carpophores, or carpophores 
which were stored at 4°C, were rinsed under running tap water and blotted with 
filter paper. After removing the lower parts of the stipes the fruit bodies were ground 
for 2 min in a Waring blendor in 30 ml of 0.033 M phosphate buffer containing 
0.1 % thioglycollic acid, adjusted to pH 6.8, per 10 g of tissue. Fifty ml portions of the 
homogenate were subjected to ultrasonic treatment (Hollings et al., 1965) with a 
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Thus it was demonstrated that a purified preparation containing the three kinds of 
virus particles was able to infect healthy mushroom cultures and that all types of 
virus particles could be re-isolated. The infection procedure did not always lead to 
success, probably due to the age of carpophores used in virus purification. Never­
theless, mechanical transmission will be an important tool in future infection ex­
periments in which the infectivity of the three types of virus particles will be investi­
gated separately and which may lead to the correlation of symptom expression with 
type of virus particle(s) involved. 

Samenvatting 

Een virusziekte van champignons in Nederland 

In Nederland treedt een ziekte op in de champignoncultuur, die gelijkenis vertoont 
met de "Die-back disease" in Engeland. Uit zieke champignons werden drie soorten 
virusdeeltjes gei'soleerd: bolvormige met een diameter van 25 mjx (Fig. 2 en 3), respec-
tievelijk 34 mjx (Fig. 1), en langwerpige deeltjes met afgeronde einden van 19 X 50 mjx 
(Fig. 2). 
Inoculatie met een celvrij preparaat, waarin naast enige virusdeeltjes van 25 my. en 
19 x 50 m[i voornamelijk deeltjes van 34 mjx voorkwamen, bracht voor de ziekte ka-
rakteristieke symptomen teweeg. Herisolatie van de drie soorten virusdeeltjes uit deze 
kunstmatig geinfecteerde culture bleek mogelijk te zijn. Mechanische inoculatie kan 
een belangrijk hulpmiddel zijn bij het onderzoek naar infectievermogen van de ver-
schillende soorten virusdeeltjes afzonderlijk. 
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Abstract 

For the last couple of years the yield on many Dutch mushroom farms was reduced 
by a mysterious disease which showed certain similarities to 'Die-back disease' in 
England. Various symptoms of this disease are described. 

The disease-causing agent was transmissible to healthy mushroom cultures by means 
of diseased mycelium, which showed a very slow and declining growth as compared to 
healthy mycelium. A great number of samples was taken from various mushroom farms 
where the unknown disease had been reported. A special purification method was applied 
and led to the observation of three types of virus particles in the samples under study: 
1. 'spherical' particles, diameter 25 nm (Hollings's Mushroom virus 1?); 2. elongated 
particles with rounded ends, size 19 x 50 nm (Hollings's Mushroom virus 3?); 
3. 'spherical' particles, diameter 34 nm, with a distinct hexagonal outline. These 
particles differ considerably from Hollings's Mushroom virus 2 (diameter 29 nm). 

No virus particles were observed in samples of apparently healthy mushrooms. 
Mostly we found a combination of the three types of virus particles in varying 

concentration ratios. The mixture has been shown to be infectious by mechanical 
inoculation of healthy mushrooms using a cell-free virus preparation. 

Introduction 

In 1948 a very serious infectious disease of cultivated mushrooms (Agaricus 
bisporus (Lange) Sing.) was observed in the United States of America; this 
disorder of unknown cause was called 'La France disease' (Sinden & Hauser, 
1950). During the following years a wide variety of names was given to mush­
room disorders having some characteristics in common, but all of uncertain 
origin (Brown disease, Watery Stipe, X-disease). In 1957 devastating crop 
losses occurred in Britain due to a similar disease. Gandy (1960) found that it 
was caused by an infectious agent, which could be transmitted by hyphal 
anastomosis. Experiments by Gandy & Hollings (1962) demonstrated the pre­
sence of three types of virus particles associated with the disease under in­
vestigation. It was named 'Die-back disease' to distinguish it from any other 
possible disorder and to refer to the loss of crop and the degeneration of the 
mycelium, which phenomenon appeared to be more characteristic than the 
symptoms of the fruit bodies. These symptoms are highly variable, probably 
depending upon environmental conditions mainly. 

Disorders of this type were not reported in the Netherlands until 1964, 
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when a heavy outbreak occurred. Considerable losses of crop were incurred. 
In 1966 investigations into this disease were started. 

Symptoms 

The various symptoms going with the disease under investigation have been 
extensively described by several authors, and on the whole we can agree with 
them (Gandy, 1962; Schisler et al., 1967). Under Dutch conditions the follow­
ing symptoms are observed, often in combination: 

1. Locally the mycelium does not permeate, or hardly permeates, the casing 
layer, or it disappears from the casing layer after initial normal growth. In 
these areas no fruiting occurs (bare zones, fig. 1); the immediate result is, of 
course, a serious loss of crop. All around these areas mushrooms are found in 
dense clusters, maturing too early. The barren zones are often marked by such 
competitors as Botrytis crystallina (Bon.) Sacc. or Sporendonema purpurascens 
Bon. 

2. Mycelium isolated from diseased sporophores on agar shows a slow and 
degenerated growth as compared with healthy mycelium, as was already re­
ported by Gandy in 1960. In Petri dishes with peak-heated ground, and sterilized 
compost similar differences are very clearly visible after the relatively short 
time of one week or less (A.P.A. Oversteyns, pers. comm.). 

IP 
Fig. 1. Bare zone (photograph: P. J. C. Vedder). 
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3. The delayed appearance of the pinheads of the first flush can be an im­
portant indication of the disease, as well as the formation of the fruiting pri-
mordia below the surface of the casing layer. As soon as these mushrooms appear 
above the casing soil, their pilei are already opened. 

4. Symptoms of sporophores are highly variable. The following abnor-

l ig. 2. A. I lungated slipes with small, early maturing caps. B: 'Drumsticks' (photo­
graphs: P. J.C. Vedder). 


