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Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

1. Innledning.

Platanlenn (Acer pseudoplatanus) og vortebjerk (Betula pendula) er kjente traer for
folk flest, mindre kjent er de varianter som er innen artene. Et par av variantene
fugleoyelonn og valbjerk (Betula pendula var. carelica) produserer begge virke som
skylles unormal vekst 1 kambiet (Rohr & Hanus 1987, Martinson 1995). Virket som

produseres er eksklusivt og kostbart.

Siden begge arter og varianter finnes i landet (Frivold 1994, Berg 1996) kan spesielt
fuglegyelonn og valbjerk bli treer som kan fa en betraktelig ekonomisk betydning om
de kan mikroformeres. Grunnen er at freformering ikke gir 100 % likt avkom, f.eks.
en kryssing av to valbjerkplanter gir et resultat hvor maksimalt 80 % av plantene er
masurdannere og av dem som danner masur er det forskjeller i vedstrukturen
(Hodnebrog 1996, Bechsgaard & Larsen 1997). Mikroformerte planter ma dyrkes
frem, om de muligheter valbjerk og fugleoyeleonn gir skogbruket skal utnyttes til fulle.

Formalet med denne oppgave er gjennom litteraturstudier og egne forsek oke
forstaelsen for hvilke krav de to treartene stiller i naturen, samt via forsek starte opp
in vitro kultur med fugleeyelenn for videre oppformering og rotdanning. Malet er &

sta med en utplantingsklar plante nar forlepet med in vitro formering er gjennomgatt.

For bjerk eksisterer det kjente metoder for hele mikroformeringsprosessen fra
kulturoppstart til ferdig plante. Mitt forsgk starter ved oppformeringsleddet 1
prosessen fra knopp til ferdig plante. To forskjellige valbjerkkloner skal brukes til & se
om det er noen sammenheng mellom kloners evne til & produsere mikroskudd og

planter med rotter med antallet stammer pa morplanten.
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2. Litteraturdel.

2.1 Hva er mikroformering.

Mikroformering av planter er ikke en metode der har vert brukt 1 lang tid, og det
var forst 1 1970- og 1980-tallet at planteskoler som brukte mikroformering til
kommersiell planteproduksjon s& dagens lys. I dag er der pa verdensplan flere
hundrede laboratorier der jobber med mikroformering, og noen av disse produserer
over 20 millioner planter i aret. Tidligere var der usikkerhet om det var mulig &
mikroformere treaktige planter (treer og buske), dette lykkes og pa midten av 1980-
tallet var rundt 16 % av alle planter der ble produsert ved mikroformering verden over
treaktige planter (Kyte & Kleyn 2001).

Kort fortalt gar mikroformering ut pa at en plante del, det kan vare en bit av en
stilk, rot, blad (adventive skudd), knopp (aksilleere skudd) eller en enkelt celle
(somatisk embryogenese), kan ved bruk av mikroformering bli en plante som kan
oppformeres til et uendelig antall planter, hvis den behandles riktig dvs. pa

neringsmedium under aseptiske forhold.

Prosessen med & mikroformere en plante fra vevskultur til ferdig plante innholder
4 punkter.
- Etablering av kultur
- Oppformering.
- Rotdanning.

- Avherdning av plantene.

Nar nytt plantemateriale startes i in vitro kultur vil det ofte forst bli dannet sma
juvenile skudd, som kan brukes til oppformering. Skuddene som dannes under
oppformeringen betraktes nu som en klon hvis de kommer fra samme vekstpunkt og

kan settes til rotning s& den ferdige plante kan bli utviklet (Kyte & Kleyn 2001).
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2.1.1 Hvorfor velge mikroformering fremfor frgformering.
Kyte og Kleyn (2001) har satt opp en list over grunner til & velge mikroformering
fremfor tradisjonell froformering.

- Resultatet av freformering gir planter med ulike egenskaper.

- Froformerte planter er ikke like morplantene.

- Det tar lang tid for freformerte planter og vokse frem til voksne
planter.

- Oppbevaring og behandling av fre er vanskelig.

- Froer ikke alltid tilgjengelig.

- Stiklinger vokser for langsomt.

- Stiklinger har lav overlevelsesprosent og krever for mye arbeid.

- Stiklinger er sdrbare overfor sykdommer.

- Der er mangel pa morplanter til & hoste stiklinger fra. Dette kan
skylles, at der finnes kun en hybrid, en sykdomsfri plante eller kun
et eksemplar av den enskede mutasjonen.

- Morplantene legger beslag pa store arealer, og det kreves mye
arbeid 4 holde dem i live.

- Mikroformering er ofte det eneste alternativet som finnes, om man
skal produseres et stort antall planter med eksakt samme
egenskaper.

- Mikroformering er ikke sesongavhengig og kan forega hele aret.

2.2 Plantematerialet.
For mikroformeringen kan startes opp mé man finne det rette plantematerialet, som

har de kvaliteter som onskes.

2.2.1 Utvelgelsen av mortre.

Nér der skal velges ut en morplante fra et tre, ma man vurdere bade ytre og indre
kvaliteter. De ytre kvaliteter som undersekes er, om det er et flerstammet tre eller om
det er en tre med gjennomgaende stamme. Dette er en metode ble brukt tidligere, med
det viste seg, at det ikke var en holdbar metode. De indre kvalitetene mé og undersokes,
for 4 se om strukturen pa veden er den rette. Nar man sa har funnet et tre med de

onskede kvaliteter, kan produksjonen av morplanter startes (Jahren 2000).
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2.2.2 Produksjon av morplanter.

Den normale fremgangsmate er & pode kvist fra det tre man har funnet over pa unge
grunnstammer av det samme treslaget. Der er flere arsaker til dette, treet er ofte felt, 1
forbindelse med undersekingen av de indre kvaliteter. Samlingen av nye morplanter
virker som en genbank, og der kan hvert ar hostes kvist til mikroformeringen fra
planterne. Mikroformeringen lykkes ofte lettere med plantemateriale fra podede planter
enn det originale mortre (Hodnebrog 1996).

Da risikoen for genetiske forandringer i plantematerialet gker for hver gang det
oppdeles 1 laboratoriet, virker podningen av kvist som en sikring av plantematerialet.
Da de podede traer gjor det mulig & vende tilbake til kilden og hente kvist. Uten

podningen vil man jo miste plantematerialet hvis mortreet der (Hodnebrog 1996).

2.2.3 Innsamling av plantemateriale.

Innsamlingen av hvilende knopper er forste skritt pa veien, men hestetidspunktet er
viktig. Knoppene skal heastes rett for knoppen bryter, eller man kan ta knopper fra nye
skudd pa forsommeren (Hodnebrog 1996). Lenger mot ser i Europa for eksempel i
Tyskland hestes knoppene tidligere enn 1 Norge, men pé samme stadium. P4 hesten er
der og mulighet for & heste hvilende knopper og starte mikroformeringen fra det stadiet
( Durkovic 1997, Ewald et al. 2000). Taes det utgangspunkt i hvilende knopper mé
knoppene settes til driving, og dette kan gjores pa flere méter. Den enkleste mate, er &
sette kvistene 1 vann og ha dem stiende i et vindu ved normal stuetemperatur. En annen
mulighet er & sette kvistene til driving i et klimarom i 10 timer dag med 23 °C, en
lysstyrke p& 350 mEm™s™' og 10 nattetimer med 9°C. I de 2 timer for og etter hver
morkeperiode er der en skumringsperiode hvor lysstyrken er halvert (Ryynédnen &

Ryynénen 1986).
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2.2.4 Desinfisering av plantemateriale.

For plantematerialet kan brukes mé det renses og desinfiseres. Hvis dette ikke

gjores, er der stor risiko for at man fir en sopp- eller bakterieinfeksjon i kulturen. Far

man infeksjon, vil det ofte drepe de kulturer man har pa mediet. (Hodnebrog 1996).

2.2.4.1 Hvilende knopper.

En metode som ofte blir brukt til desinfisering av hvilende knopper fra vedaktige

planteslag er:

Kvistbitene vaskes 1 sdpevann.

Deretter settes de i et glass og dekkes med 70 % sprit 1 1 min. Spriten helles fra..
Desinfeksjonsveaske (2 % Natriumhypoklorid + en drape Tween 20) helles over
kvistbitene. Glasset med kvistbitene, desinfeksjonsveaske og magnet plasseres
pa en magnetrorer 1 15 min, mens den kjerer med lav hastighet.

Sist skylles kvistene 3 ganger med sterilt vann i henholdsvis 3, 10 og 15-20 min.

Kvistbitene er nu klare til & bli brukt til mikroformeringen.

(Hvoslef-Eide et al. 2004).

2.2.4.2 Brutte knoppe.

Metoden som ofte brukes til desinfisering av brutte knopper fra vedaktige

planteslag er folgende:

De brutte knopper med litt ved fra kvisten settes 1 et glass, og dekkes med 70 %
spriti 1 min.

Desinfeksjonsvaske (0,5% NaOCIl + en drape Tween 20) helles over
kvistbitene. Glasset med kvistbitene, desinfeksjonsveaske og magnet plasseres
pa en magnetrorer 1 10-15 min, mens den kjerer med lav hastighet.

Sist skylles kvistene 3 ganger med sterilt vann i henholdsvis 3, 10 og 15 min.

(Hvoslef-Eide et al. 2004).

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 5



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

2.3 Medium.

Plantene dyrkes pa et neringsmedium som bestar av makro- og
mikronaringsstoff, aminosyrer, vitaminer, hormoner, sukker (energi kilde for planten)
og evt. andre tilsettingsstoffer f. eks. aktivt kull. Blir det ikke brukt flytende medium,
inneholder mediet ogsa agar, som gjor mediet fast. Dette skal forhindre plantematerialet
i & synke ned i mediet og drukne.

Det er mulig & lage mediet fra bunnen av, hvor hvert enkelt av de faste stoffene
veies ut og lose de opp i et gitt volum destillert vann. For & forenkle arbeidet lages
opplesningene med en fra 10 til 1000 gange hoyere konsentrasjon (stamlesninger), enn
den konsentrasjon som skal brukes i mediet. For & unnga utfellinger samles alle nitrater
1 en losning, og alle sulfater i en osv. Nitratlesningene lages ofte med en lav
konsentrasjon (10x sluttkonsentrasjonen), da en heyere konsentrasjon ofte vil gi
utfellinger, mens vitaminer kan tale konsentrasjoner pa 1000x sluttkonsentrasjonen i
stamlesningen. Bruken av stamlgsninger gjor at der spares tid, da hvert enkelt av
stoffene ikke skal veies opp, hver gang der skal laves medium. Stamlesningene lagres
kjolig og merkt. Vitamin- og aminosyrestamlgsningene blir frosset ned 1 sma porsjoner.
Hormonlesninger kan ikke gjemmes fra gang til gang, derfor ma de lages pa nytt hver
gang det skal lages medium.

Kjop av ferdige naeringslosninger som og kan inneholde vitaminer er mulig for
de mest brukte grunnmediene f. eks. Murashige og Skoog (MS) medium og Woody
Plant medium (WPM). Da MS mediet har en hoyere konsentrasjon av naringsstoffer
enn WPM brukes den ofte i halv konsentrasjon.

Naér alle stoffer er lost opp, unntatt agaren, fylles det p4 med destillert vann nesten
opp til det volum som enskes. Deretter skal pH justeres, ved bruk av HCL og NaOH til
den oppgitte pH, som vanligvis ligger i omradet fra 5,2 til 5,8. Sa kan man fylle opp til
eksakt volum, og agaren tilsettes. Skal mediet doseres ut for det autoklaveres
(steriliseres) ma det varmes opp til 60-70°C, sd agaren kan lase seg opp, deretter kan
det doseres ut i glass eller reagensglass. Sa skal mediet autoklaveres, og det blir
vanligvis gjort i 20 min ved 121°C i en autoklav. Hvis mediet ikke skal brukes
umiddelbart etter nedkjeling kan det gjemmes til seinere. Men det mé oppbevares kaldt
og morkt. Holdbarheten avhenger av hvilke ingredienser som er i mediet, da noen av
stoffene brytes ned raskere enn andre. Det er derfor alltid best & bruke relativt nylaget

medium (Hvoslef-Eide et al. 2004).
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2.3.1 Fremgangsmaten ved produksjon av medium.

Satt opp som en kokebok.

1. Finn stamlgsningene frem og kontroller dem for utfellinger og infeksjoner. Tin

frosne lgsninger, helst i rom temperatur. De kan 1 nedstilfelle tines 1 varmt vann.

2. Taen Erlen Meyerkolbe i passene storrelse i forhold til hvor mange liter
medium som skal lages. Tilsett halvparten av sluttvolumet med destillert vann,
for de forskjellige stamlosningene tilsettes, sa unngéaes utfellinger. Er mediet
kjopt ferdig 1 pulverform, veies ensket mengde opp, og oppskriften som er med
pulveret folges. Merk av hver ting som tilsettes pd oppskriften, s& der ikke
oppstar tvil om hvor langt man er kommet i oppskriften. Ryst godt etter hver

tilsetting, eller bruk magnetrorer.

3. Vei opp sukker og andre faste stoffer. Tilsett dem et av gangen, og la det lose
seg opp for et nyt stoff tilsettes. Veieskip skylles hver gang slik at alt stoff

kommer med.

4. Plantehormonene veies opp. Det er ofte vanskelig & veie presist pad mindre enn 5
mg, derfor lages hormonene som stamlesninger i 50 ml mélekolber og den
riktige mengde pipetteres ut. Som hormo lesemiddel brukes enten 96% etanol,
NaOH, eller destillert vann. Hvilket lasemiddel som skal brukes star opplyst i

materiale som kommer fra firmaene som selger kjemikaliene.

5. Miéling av pH foretaes etter der er fylt pd mer destillert vann nesten opp til det
onskede volum. HCL og NaOH brukes til & justere inn pH til ensket verdi.

6. Mediet helles over i en malekolbe, og ekstra destillert vann tilsettes, hvis det er
nedvendig, for a fa eksakt volum. Deretter helles det tilbake pa Erlen
Meyerkolben, agar veies opp og tilsettes lgsningen. Skal mediet 1 sterile

petriskaler foretaes hele autoklaveringen for utdosering pa dette stadiet.
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7. Mediet som skal varmes opp doseres ut og autoklaveres 1 7 min ved 121°C.
Agaren er da opplest og mediet kan doseres ut. Til dette kan man bruke
doseringspumpe eller det kan gjeres manuelt. Ved beregning av hvor meget
medium der skal lages, kan man ta utgangspunkt i disse volumene pr.
dyrkingskar.

- Reagensror (60 ml) 10 ml.
- Mid.store syltetoyglass (150 ml) 40 ml.
- Store Syltetoyglass (350 ml) 60 ml.
- Petriskéler (@ 9 cm) 20-25 ml.
- Petriskéler (@ 5 cm) 10 ml.

Etter pafylling settes lokkene pd, men ikke skru helt til pa syltetayglassene fordi da

kan vakuumet fa glassene til & eksplodere i1 autoklaven.

8. Glassene med mediet autoklaveres i 15 min ved 121 °C. Det er viktig at mediet
ikke autoklaveres for lenge, da sukkeret delvis blir hydrolysert til
monosakkaridene glukose og fruktose under autoklaveringen. Hydrolyseringen

kan og nedbryte vitaminer og plantehormoner, hvis den fir lov & paga for lenge.

Nér autoklaveringen er over, taes glass/ror ut av autoklaven sa snart som mulig.
Deretter skal det kjolne og stivne ved romtemperatur i en sterilbenk (Hvoslef-Eide et al.

2004).

2.3.2 Medium tilsatt aktivt kull

Bruk av aktivt kull har i flere tilfelle fremmet veksten i flere in vitro kulturer. Dette
skylles at aktivt kull har sterk adsorptiv evne og tilsettingen i mediet har ofte en
hemmende virkning pa stoffer som utskilles fra plantematerialet (Fridborg et al. 1978,
Weatherhead et al. 1979). Innholdet av fenoler er neert relatert til den fysiologiske
tilstand i planten og har betydning for organogenesen bade in vivo og in vitro (Chavre

& Salesses 1987). Der blev funnet en gradvis opphoping av frie fenoler i kulturer med
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Sequoiadendron giganteum. Innholdet av fenoler okte ikke i medium som var tilsatt
aktivt kull, og dette indikerer at der dannes forbindelser mellom fenolene og det aktive
kullet. Akkumulering av fenoler kan virke toksisk og det aktive kullets ’chelaterende”
effekt kan derfor vaere til stor fordel for plantematerialet fysologiske tilstand og
formeringsevne (Bon et al. 1988). Favre & Juncker (1987) resultat viste at det sjeldnere
forekom callusvekst og unormal vekst pa Quercus rubor L. tilsatt aktivt kull, og at
skuddene hadde en normal strekningsvekst. Bruk av aktivt kull i mediet var nedvendig
for & fa strekningsvekst pa knopper fra modne treer som Pinus lambertiana Dougl. og
Pseudotsuga menziesii (Mirb) Franco. ( Gupta & Durzan 1987).

Aktivt kull kan og ha en negativ effekt, og kan gjere stoffer som virker fremmende
pa veksten utilgjengelige. Flere har funnet at auxiner og cytokininer er blitt adsorbert av
det aktive kull (Weatherhead et al. 1978, Constantin et al 1977, Steinitz & Yahel 1982).
Weatherhead et al. (1979) meldte at thiamin HCL og nikotinsyre blev fjernet fra mediet
av det aktive kullet, sa siden det aktive kull adsorberer en rekke forbindelser er verdien
1 mediet 1 vevskulturen vanskelig a forutsi.

I tillegg til de adsorptive evner har aktivt kull evnen til & ekskludere lys fra mediet.
Dette kan vere arsaken til at medium tilsatt aktivt kull fremmer rotdanningen i noen

kulturer (Scholl et al. 1981, George & Sherrington 1984).

Fig. 1. Lennekulturer pd medium innholdende aktivt kull.

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 9



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

2.4 Faktorer som spiller inn ved mikroformering av vedaktige planteslag.

2.4.1 Genetisk stabilitet.
Da man normalt ensker, & beholde de eksakte egenskapene til den plante som
oppformeres, er det viktig a vere sikker pd, at den metode som brukes sikrer at

materialet forblir stabilt.
: @
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Fig. 2. Viser hvor genetisk stabilt plantematerialet er ved bruk av de forskjellige

metodene. (Schilde-Rentschler & Smiediche 1984).

2.4.2 Juvenilitet.

Flerarige planter som traer herer under har en mer komplisert livssyklus en et- og
todrige planter. Planternes livssyklus illustreres 1 fig. nr. 3, hvor den everste sirkel
representerer den generative syklusen, og den bestér av:

- Embryofase (embryo og freplante frem til forste varige blad).
- Juvenilfase (froplante frem til blomsterinduksjonsevne).

- Overgangsfase (mellom juvenil- og voksenfase).

- Voksenfase (fra planten kan blomstre og sette fro).

- Senilfase (livsfunksjonene svekkes og planten der langsomt).
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Fig. 3. Livssyklus hos en freplante. Ovre sirkel illustrerer utviklingen hos en ett- eller
todrig plante. Flerarige planter kan i tilegg ha en eller flere vegetative sykluser ( nedre

sirkel). Etter Hartman, Kester & Davies 1990 (Hansen 1997).

Treer har to typer alder. Den ene er kronologisk alder, hvilket er treets alder i antall
ar. Den andre form for alder er den ontogenetiske, og den regnes i antall celledelinger
vekstpunktet har veret igjennom. Den mest aktive celledeling foregar i toppskuddet,
derfor blir det den del av treet som har heyest ontogenetisk alder. Jo lengre man
kommer fra toppskuddet og ned mot bakken, jo mer avtar den ontogenetiske alderen.
Sideskuddene har og lavere ontogenetisk alder jo nermere man kommer bakken. Den
ontogenetiske yngste del av et tre befinner sig i rothalsen, derfor kan man tvinge frem

juvenile skudd ved a beskjaring eller hogst av treet (Hansen 1997).
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Fig. 4. Juvenile soner hos treaktige planter; skravering antyder graden av juvenilitet.
E=vanskudd, P=hardt skéret plante, Sp=sfaroblast, S=stubbeskudd. Etter Pierik
(Hansen 1997).

Det plantemateriale som egner seg best til vegetativ formering stammer fra
morplanter i juvenil- eller voksenfase. Men problemet er, at nar traerne er blitt sa gamle,
at man kan sortere mellom de enkelte individer, og finner dem som har de egenskaper
man ensker, er det ofte meget vanskelige eller umulig pa fa oppformeringen til &
lykkes. Et eksempel er rotdanning pa stiklinger (Bonga 1982b). Oppformering ved
hjelp av vevskultur er en alternativ lesning pa problemet med eldre plantemateriale. Det
er lykkets & oppformere planter ifra voksne trer fra flere forskjellige trearter f.eks
Betula, Carpinus, Quercus, Tilia, Fraxinus, og Acer (Chalupa 1983). Men det er stadig
et problem & oppformere de fleste lovtrearter nir plantematerialet stammer fra planter
som har ndet voksenstadiet. Dette skyldes at evnen til & formere seg vegetativt er ofte
forbunnet med juvenilitet (Chalupa 1983b), og kulturer av treaktige planteslag lettere
lar seg etablere fra juvenilt materiale (George & Sherrington 1984). Juvenilt materiale
reagerer bedre pa cytokininer, auksiner, gibberelliner, og andre vekstregulatorer enn

eldre materiale, sannsynligvis fordi den del av genomet som kontrollere organdannelsen
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i det juvenile stadiet er mindre undertrykt, eller bedre makter & overkomme
undertrykkelsen ved hjelp av hormonbehandlingen enn plantemateriale fra eldre planter
som har mer differensierte celler (Brown & Sommer 1982).

Den juvenile tilstand finnes 1 unge freplanter, og der ser ut som om den er forbunnet
med den korte avstanden mellom rettene og skuddets apikale meristem (George &
Sherrington 1984). Den apikale dominansen gjor at toppskuddet vokser mest og har
derfor flest celledelinger pd en vekstsesong. For hver celledeling oker den
ontogenetiske alderen til meristemet (Hansen 1985).

Der er ikke et spesifikt tidspunkt hvor man kan si, at nu gér en treaktig planten fra
juvenilfase til voksenfase. Ofte bibeholder voksne treer noen juvenile karakterer.
Rotskudd, epikorme skudd, skudd fra sferoblaster, latente og adventive knopper som
setter skudd, og sidegreiner fra den nederste delen av et tres stamme har storre
regenerasjonsevne enn modne skudd eller skudd fra kronens toppgreiner (Bonga 1982,

Hansen 1985).

2.4.3 Rejuvenering.

Veksten av latente eller adventive vekstpunkter med lav ontogenetisk alder kan
fremmes gjennom kraftig beskjaering (Hansen 1997).

Er der kun modent plantemateriale tilgjengelig kan man fremprovoserer en
rejuvenering. Dette kan skje pé flere mater, ved podning av eldre materiale pa juvenile
grunnstammer, gibberellinbehandling (Hansen 1985), eller sprayting med bensyladenin
(Chalupa 1987). In vitro kultur er ogsa en rejuveneringsteknikk. Skuddspisser fra
Syringa vulgaris L. blir rejuvenert etter gjentatte oppdelinger in vitro. Antallet kulturer
er sterkt avhengig av alderen pa plantematerialet og genotype (Pierik et al. 1988).

Det har veret trodd at reversjonen fra voksent til juvenilt stadium starter nér treet
begynner & blomstre (George & Sherrington 1984). Der finnes indikasjoner pa, at celler
og vev 1 forbindelsen med den seksuelle reproduksjonen som freanlegg eller
pollenknappceller, kan induseres til & gjennomgé organogenese lettere enn andre deler
av planten (Brown & Sommer 1982). Utvikling av aseksuelle embryo pa kallus fra
deler av freanlegg fra Phoenix dactylifera L. blev oppnadd sa tidlig som i 1979 av
Reynolds og Murashige (xxx). Regenerasjon av planter fra pollenknappkulturer er

beskrevet for Betula pendula Roth. og Aesculus hoppocastanum L. av Chalupa i 1987.
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Total rejuvenering skjer ved kjennet formering og formasjon av freembryo.
Sannsynligvis blir gammel informasjon fjernet fra cytoplasmaet gjennom meiosen.
Modning av cellekjernen kan av og til bli reversert ved a transplantere den modne
kjernne til juvenilt cytoplasma (Bonga 1982b, George & Sherrington 1984). In vitro
formering med aksilleer skuddanning i skuddspisser eller mikroleddstiklinger, er en
formeringsmetode som kan bli mulig for de fleste treslag. En fordel ved bruk av denne

metoden er, at den genetiske stabiliteten 1 kulturen er hoy (Chalupa 1983).

2.4.4 Hestetidspunktets betyding.

De forandringer som er i temperatur, daglengde, lysintensitet og vannstress som en
morplante er utsatt for i lopet av et ar resulterer i at planten ogsé har forskjellige
konsentrasjoner av karbohydrater, proteiner, og hormoner pé forskjellige tidspunkter av
aret (George & Sherrington 1984). Derfor mé resultatet av vevskultur sannsynligvis
variere med nar pa dret plantematerialet blir hostet fra morplanten (George &
Sherrington 1984).

Skuddspisser og mikroleddstiklinger er mest brukt for & etablere mikrokulturer av
lovtrearter, og skudd i aktiv vekst er som regel bedre materiale enn hvilende knopper
(xxx). Hurtig aksilleer knoppskydning er knyttet til slutten av den periode hvor knoppen
hviler, derfor kan materiale fra den perioden ogsé brukes (Chalupa 1987). Radojevic et
al. (1987) fant variasjoner i meristemdifferensieringen fra hvilene knopper og skudd fra
Aesculus hippecastanum L. i perioden fra desember til mars. I mars var den sterste
prosentvise differensieringen.

Mikrostiklinger fra Acer pseudoplatanus L. rotet sig bedre hvis de ble hostet pa
sommeren enn om vdren. Men andelen med infiserte mikrostiklinger ekte parallelt til
100 % differensiering pé hesten ( Rohr & Hanus 1987).Chalupa (1987) anbefaler at
hostingen av skudd fra levtraer utferes pa varen og tidlig pd sommeren, da der kommer
problemer med sopp- og bakterieinfeksjoner seinere 1 vekstsesongen.

Det er mulig i noen tilfelle & fa skuddspisser ifra hvilene knopper til 4 vokse og
formere seg in vitro, i noen tilfeller brytes hvilen nar meristemet taes ut av den hvilende
knoppen. Lane (1978) kom frem til, at der ble utviklet normal vekst fra meristemet fra

hvilene knopper fra eple, til tross for at knoppene ikke hadde gjennomgatt en
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tilstrekkelig kjeleperiode. Han mente at dette kunne forklares med fjerningen av
knoppskjell og den frie gassutveksling til og fra meristemene.

Under skuddmodningen foregéar det en rekke fysiologiske forandringer som
resulterer i at veksten stanser og knoppen gér i hvile. Med det klima som finnes 1
Skandinavia er knoppene til de fleste lovfellene lignoser i hvile fra september. Hvilen
brytes ved pavirkningen fra den lave temperatur gjennom vinteren, og vil vanligvis

vere fullstendig opphevet 1 tidsrommet desember til februar (Hansen 1985).

2.4.5 Medium.

Hvilken vekst og utvikling plantematerialet far in vitro avhenger av mediets
komponenter av uorganiske og organiske stoffer og vekstregulatorer. Der er noen
faktorer i et basismedium som er s@rdeles viktige, og det er balansen mellom
ammonium og nitrat, den totale ionkonsentrasjon, og konsentrasjonen av sukrose
(George & Sherrington 1984).

Det har vist seg at treaktige planteslag ofte vokser bedre pd medium med reduserte
konsentrasjoner av et eller flere ioner (Anderson 1975, McCown & Lloyd 1981).
Rahman & Blake (1988) har f. eks redusert konsentrasjonen av mineraler i Murashige
& Skoog medium. Quoirin & Lepoivre (1977) bytter ut makronaringsstoffene i et
Murashige & Skoog medium med en egen blanding, som inneholdt mindre nitrogen og

ammonium. Resultatet var at skuddproduksjonen i Prunus kulturer blev okt.

2.4.6 Hormonene og deres rolle.

Vekst og morfogenese reguleres gjennom gjensidig pavirkning og balanse mellom
de vekstregulatorer som er tilsatt mediet og vekststoffer som produseres endogent i de
enkelte celler. Cytokinin kan redusere den apikale dominansen i hovedskuddet, og
fremme veksten av aksilleere knopper. I en hel normalt fungerende plante er det
sannsynligvis i roten at biosyntesen av cytokinin finner sted (George & Sherrington
1984).

Forsek har vist at i flere planteslag b.la. Alnus og Salix (Read et al. 1982), Betula,

Carpinus, Quercus, Tilia, Fraxinus, og Acer (Chalupa 1983), har man oppnadd

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 15



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

tilfredsstillene skuddanning og formering ved kun & tilsette cytokinin til mediet. Ble det
og tilsatt auksin, s& induserte det en uensket kallusvekst (Chalupa 1983).

De cytokininer som brukes oftest i mikroformering av leovtrearter er kinetin
(furfuryladenin), 2iP (isopentenyladenin) og BA (bensyladenin). Effekten kan variere ut
fra hvilket cytokinin som brukes, kulturtype og planteslag. Et spesifikt cytokininkrav er
ofte observert i skuddspisskulturer hos mange trearter (George & Sherrington 1984).

BA er den mest effektive, nar den sammenlignes med 2iP og kinetin for & fa dannet
skudd fra skuddspisser av jackfruit treet Artocarpus heterophyllus Lam. (Rahman &
Blake 1988), samt en del andre lgvtrearter (Chalupa 1987). 2iP har derimot gitt best
skuddanning i Rhododendron ( Economou & Read 1981, Ettinget & Preece 1985).

Auksin kan 1 sma mengder kombineres med cytokinin og kan for noen arters
vedkommende fremme den aksillere skuddanningen. Chalupa (1983) brukte 0,05-0,2
mg/l NAA (naftyleddiksyre) eller IBA (indolsmersyre) sammen med BA i kulturer av
bla. Sorbus, Ulmus og Populus

Thidiazuron (TDZ) med det kjemiske navnet N-phenyl-N’-(1,2,3-thidiazol-5-yl)
urea, er blant de cytokininlignende hormoner som har storst effekt pd vedaktige planter
(Huetteman & Preece 1993). Opprinnelig ble TDZ utviklet for a kunne mekanisere
bomullinnhgstingen ( Murthy, Murch & Saxene 1998).

Den forenkler effektivt mikroformeringen for mange treaktige planteslag, som det
tidligere har vaeret vanskelig & fa til & lykkes. Lave konsentrasjoner helt ned til (<1 uM)
har kunne medfore et storre antall aksillere skudd enn mange andre cytokininer
(Huetteman & Preece 1993). TDZ kan virke hemmende pé skuddstrekningen, inoen
tilfelle er det nedvendig & overfore mikroskuddene til et strekningsmedium. Det nye
mediet inneholder en lavere konsentrasjon av TDZ eller annet cytokinin(Huetteman &
Preece 1993).

Ved konsentrasjoner over 1 uM kan TDZ stimulere til dannelse av callusvekst, nar
det dreier seg om mikroformering i forbindelse med somatisk embryogenese og
aksilleere skudd. Rotdanningsevnen kan forbli uforandret eller en anelse nedsatt av
tidligere bruk av TDZ 1 mediet. Det storste problemet som er forbundet med bruken av
TDZ er, at kulturer fra noen arter tiltider kan danne sammenbundne retter(Huetteman &
Preece 1993).

Den hoye cytokininaktivitet og positive effekt som TDZ har pa vedaktige planter
gjor, at den er blitt etablert som en av de viktigste og mest brukte hormonene innen

mikroformeringen av nettopp denne type planter (Huetteman & Preece 1993).
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Nyere undersgkelser pd hvordan TDZ fungerer i planten viser, at det er flere
forskjellige mekanismer som pavirkes. Flere rapporter indikerer, at TDZ forandrer
vekstregulatorene i urteaktige planter. Dette skjer enten direkte eller indirekte via en
fremprovokasjon av stress. Den andre muligheten er at TDZ gjor at det skjer
forandringer i cellemembranen, energinivdene og n@ringsopptaket eller neringsstoft-

assimilasjonen (Huetteman & Preece 1993, Murthy, Murch & Saxena 1998).

2.4.7 Lys og temperatur.

Mikrokulturene dyrkes 1 vekstrom, der det er mulig & ha kontroll pa temperatur og
lysforhold, og man sikrer at mikroskuddene fér eksakt de forhold man ensker.
Temperaturen ligger normalt rundt 20 °C. Tidligere ble der ofte bruk heyere
temperaturer opptil 28 °C, som resulterte i at man ofte fikk en voldsom og uensket
callusvekst. Hvis det enskes kan man senke temperaturen i merkeperioden. Daglengde
pa rundt 16 timer er ofte brukt og lysintensiteten kan ligge fra 1000 lux og oppover
(Pers.med. Appelgren M. 2004).

Hvilken farge man har pa lyset kan og spille inn pé kulturens utvikling. Bruk av

rodt lys kan 1 mange tilfelle stimulere til, at der kommer strekningsvekst pa kulturene

(Brattas 1994).

Fig. 6. Lennekulturer som har statt under redt lys. Kulturen til hgyre har fatt

callus skjert bort.
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3. Introduksjon til forsgkene.

I mine forsek har jeg jobbet med to forskjellige treslag og samtidig har jeg arbeidet
med dem pé forskjellige stadier i prosessen med & mikroformere treaktige planter.
Derfor har jeg valgt & dele oppgaven inn i en A-del, som omhandler forsekene med
lonn, oppstart av selve in vitro kulturen. B-delen vil beskrive forsekene med bjerk om
oppformeringen og resultater som ble oppnédd. Da der er ikke sammenheng mellom de
to planteslagene vil denne oppdelingen av oppgaven gjore den mer oversiktlig. Derved
unngaes det, at de to delene blandes sammen. For mikroformeringsdelen i hver del vil
jeg beskrive det treslag der blir jobbet med. Dette skylles at jeg som skogbruker finner
det viktig, at de traer som produseres skal kunne brukes i norsk skogbruk. Det er viktig
a kjenne til de arter det jobbes med, og vite om de vil kunne klare seg i klimaet her 1

landet.

4. Del A: LONN

4.1 Aceraceae-familien.

Lennefamilien har to slekter Acer og Dipteronia, som har over 100 arter
stedsegronne og lauvfellende treer og busker. Noen finnes i tropene, men de fleste
vokser 1 nordlige tempererte omrader. Bredden pé utbredelsesomradet gar pa tvers av
den nordlige halvkulen fra Europa over Asia til Nordamerika. Det er kun noen fa
arter, som brukes i det kommersielle skogbruket i Nordamerika og Europa (Berset
1985, Coombes 2000). Arter som Acer japonicom, Acer palmatum og andre
ostasiatiske arter samt et utall av kultivarene er alle langsomt voksende, noen er til og

med dvergformer (Plantekassen@dk).

4.2 Lgnnearter i Norge.

Der finnes 2 arter lann som vokser vilt i Norge. Acer platanus og Acer
pseudoplatanus. Vestfold er det fylke som har mest lenn i sine skoger, rundt 33000
m3, som utgjer en fjerde part av all lonn 1 landet. Lonn utgjer ca. 0.2% av hele

landets lauvskogkubikkmasse (Berset 1985) .
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4.2.1 Spisslenn (Acer platanus).

Spisslennens naturlige utbredelsesomride er Europa, med unntak av den del som
ligger vest for linjen serspissen av Jylland til vestenden av Pyreneene. Den nordlige
utbredelsesgrensen ligger i en ret linje, fra Oslo over Stockholm til Alandseyene, og
den gstlige utbredelsesomrade strekker seg til Ural og det Kaspiske hav (Meller
1977). 1 Norge er spisslonnen mest konsentrert pa Ser-Ostlandet, fra Spind og
Lyngdal og estover og nordover til Féberg og Alvdal. Forekommer den utenfor dette

omrédet, er dette sannsynligvis kulturbetinget (Frivold 1994) .

4.2.2 Platanlgnn (Acer pseudoplatanus).

Platanlenn er en art som er vidt utbredt. Det er vanskelig a fastslé det naturlige
utbredelsesomradet ngyaktig, da den tidlig ble innfort i parker, og har deretter
forvillet seg videre derifra.

I Mellom-Europa ser for Harzen er den naturlig forekommende, mens
dyrkingsomrédet strekker seg lengre mot nord og vest. (Meoller 1977).

Som eksempel kan man bruke Danmark. Platanlenn er ikke naturlig
forekommende i Danmark. Da man pa midten av 1700-tallet innforte en ordnet
skogsdrift 1 Danmark, hadde den tyske forstmann von Langen med seg lennen, og i
dag er den vanlig foreckommende i1 de danske skogene (Moller 1977, Teknologisk
institut@.dk).

Platanlenn forkommer sjeldent som rene bestand i skogen. Den vokser oftest som
sma holme eller 1 blandingsbestand, og den forekommer hyppigst i fjellomrader. I
Schweiz menes artens optimum 4 ligge mellom 900-1300 m.o.h, hvor den arlige
nedberen er pad 1400 mm, middeltemperaturen i den kjeligste méneden er -3° og i den
varmeste maneden 14° (Mgller 1977).

I Norge kan platanlennen oppné en heyde pa opptil 25 m, og bli opptil 250 ar
gammel. Er treet frittstdende vil det oftest utvikle en grov stamme og en mektig
hvelvet krone. Bladene er femlappede og merkegronne og blir brungule om hesten.
Knoppene er ganske store, inntill 12 mm i lengden x 8 mm i bredden, og de er motsatt
stilte, eggformede, nakne, og har motsatte gulgrenne, merkegronne til svart randete
knoppskjell. Endeknoppene er storre en de utstdende sideknoppene. Langskuddene er

kantete, og i begynnelsen brungule og senere lysebrune. Kortskuddene er rundere. Det
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gamle lang- og kortskuddet lar seg bestemme av den ringformede tilvekstgrensen,
som blir dannet etter at knoppskjellene pa endeknoppen faller av. Med ekende alder
pa treerne fér alle skudd kortskuddskarakter og forgreiningen blir naermest
gaffelformet. Platanlenn er enbo med tvekjonnet blomst. De smé, gulgrenne
blomstene kommer i hengende klaser etter lauvsprett, hovedsakelig fra endeknoppene
pa kortskuddene. De tovingede spaltefruktene modner i september/oktober og faller
av seint pd hesten eller i lapet av vinteren. Eldre treer har et relativt kompakt, men
dyptgdende hovedrotsystem, som de mange siderottene forgreiner seg fra. (Hoffmann

1959, Mitchell 1977, Sjeborg & Edissen 1982).

4.2.3 Fuglegyet lgnn.

Fugleoyet lonn er en variant av platanlenn, som skylles systematiske forandringer
i vekstretningen av de fusiforme initialceller. Da denne belgete veksten til tider og
kan oppsta pé eldre treer, er det vanskelig & fastsla om veksten er genetisk
betinget(Rohr & Hanus 1987).

De fusiforme initialcellene har sitt opphav, i de celledelinger som skjer i spissen
av skudd og retter. De delingsdyktige cellene i spissen av skudd og retter kalles
apikale meristem. Néar celledelingen skjer skyves meristemene fremover, og denne
typen vekst kalles primarvekst og vevet som dannes kalles primarvev. I meristemene
er det initialcellene som deler seg, og det dannes en dattercelle som er en kopi av
morcellen, og en avledet celle som differensieres bort (Aarnes 2000). Bak meristemet
kan det forega deling av de avledede cellene, dette er den sekundare veksten og den
foregar bla. i kambiet og gir eksempelvis diameterveksten. Kambiene bestér
vanligvis av et eller to cellelag av initialceller som ligger parallelt med overflaten. Det
finnes to typer initialceller, margstraleinitialceller som er korte celler og som gir
opphave til treets margstraler, og fusiforme initialceller som er lange celler der er
opphav til trakeider, vedrerselementer, silrarselementer og siceller (Aarnes 2000).
Det er nar de fusiforme intialcellene ikke ligger parallelt lengre at fugleoyeveden
oppstar.

Fugleoyet lonn er ikke en sjeldent forekommende variant av platanlenn, og i
Frankrike regner man med at 2-5 % av alle landets platanlenn produserer dette
spesielle virke(Rohr & Hanus 1987). Der er en stor ettersporsel etter slikt virke fra

bl.a. musikkinstrumentindustrien, spesielt de som bygger strenginstrumenter som

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 20



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

violiner, celloer og basser. Kan man gjennom vegetativ formering produsere planter,

vil kan ogsa kunne produsere meget verdifullt virke (Rohr & Hanus 1987).

4.3 Krav til levested.

Lonneslekten regnes som et halvskyggetre. Den taler mye skygge i den juvenile
fasen, men er lyskrevende som voksent tre. Derfor kan treet brukes, til & plante under
et annet lyskrevende treslag, sa@rlig eik, og danner et underbestand. Slike lenneplanter
kan etter fristilling utvikle seg bra (Berset 1985). Men i1 ungdomsfasen mé det dog
ikke veere for lite lys, for da undertrykkes toppskuddet, og treet far en ”bordformet”
krone ovenover en spinkel rett stamme. Det optimale er lett skygge. Da samles
veksten hovedsakelig i toppknoppen og derved lengderetningen, mens sidegreinene
kun utvikles svakt (Meller 1977).

Lonn foretrekker dyp, fuktig, naeringsrik morenejord med god drenering og relativ
hey pH. Den er karakterart for kalkrike jordarter, og pa de forskjellige formasjonene
av skjellsand, herer lonn til de mest hurtigvoksende trearter 1 Europa. Treet trives
innenfor et vidt klimaspektrum fra kjolig og fuktig fjellklima til de oseaniske klima 1
nordvest pa kontinentet. Lonn skal ogsa vare vindsterk og hardfer ved kysten, og

brukes mye som prydtre. (Barset1985).

4.4 Lauv og frg.

De motsatt stiltebladen er ofte flikete og unner tiden kun takkede eller de kan vaere
oppdelt i sma blad. De sma hann- og hunnblomstene som bestagves av insekter,
varierer i farge fra kremfarge til gul, gron, rad eller purpur. De sitter atskilte pa
samme tre eller pa hvert sitt tre og de springer vanligvis ut samtidig med lauvet
spretter. De bevingede freene bestar av to halvdeler. Hos lenneslekten har hver
halvdel en sidestilt vinge. Hos diptoroniaslekten har hver halvdel en vinge som gar

hele vegen rundt (Coombes 2000, plantekassen(@.dk).

4.5 Frgformering.

I bestand i skogen setter lennen gjerne rikelig med fro fra ca. 40 rs alder, mens
frittstdende treer ofte er frobarende fra 20-25 érs alderen. Freene blir modne i
september/oktober, og faller av kort tid etterpa. Ut ifra et skogbruksmessig synspunkt,
er det onskelig 4 fa s hoy en alder som mulig pé traerne for de begynner & vare

frebaerende. Lonn sin stammeform péavirkes pd samme méate som ask (Faxinus
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excelsior) nar fresetingen starter. Hovedaksen i treet blir ofte avbrutt, nar

toppknoppen har blomstret (Mgller 1977).

4.5.1 Kommersiell planteproduksjon fra frg.

Den vanligste méten & formere lonn pa er ved freformering (Hansen 1982). Etter
fremodning kan freene sées direkte ut, og spirer da om varen, men vanligvis blir
froene torket godt etter de er hostet. Deretter oppbevares fraene tort gjennom
vinteren, og blir stratifisert 1 fuktig sand 4-6 uker for de sdes ut (Kriissmann 1981,
Lundstad 1982). Et kg reint fre innholder 12000 fre, og det kan forventes at
produksjonen blir ca. 3000 planter (Meller 1977).

4.6 Vegetativ formering.

Vegetativformering: Har man traer med spesielt gode egenskaper, kan det vare
onskelig & formere dem vegetativt. Derved kan man bevare de enkelte treets
egenskaper. Unge planter kan formeres ved stiklinger (Spetmann 1982). Brukes det
plantemateriale fra eldre treer, er det vanskelige & fi stiklingene til & danne rot og
vokse

Podning er brukt pa en del kultivarer (Lamb & Nutty 1983). Yngre trer skyter
ofte tallrike og kraftige stubbeskudd (Berset 1985). Det samme gjor eldre treer. Rohr
& Hanus (1987) hestet stubbeskudd fra treer som var opp til 106 &r gamle.

5. Metoder/materialer.

5.1 Plantematerialet.

Plantematerialet stammet fra en platanlenn fra en skog i Danmark som hedder
Guldbzk Plantage, som ligg 20 km ser for Aalborg. Alderer pa treet i brystheyde er i
flg. boreprove 41 r. Der blev hgstet knopper 1 flere omganger: Forste innhesting ble
foretatt 12. jan 2003. Ved samme anledning ble det saget grener av treet. Disse skulle
brukes i et forsek, hvor mikrokulturen skulle startes fra knopper pa grenene. Det ble
innsamlet kvist igjen 31. februar, og ved denne innhgsting ble det ogsé samlet inn

knopper av forskjellig ontogenetisk alder, da et av skuddene stammet fra rothalsen pé
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mortreet. Den siste kvistinnsamling av knopper skjedde 1. april 2003, for a sikre

plantemateriale som ikke var sa bunnet av vinterhvilen.

5.2 Brutte knopper

5.2.1 Forsgk med greiner.
Greiner samlet den 12. januar blev oppbevart pé kjelerom ved 5 °C frem til 24.
februar 2003, da forseket ble startet opp. Da der var en del alger pé greinene, métte de

forst gjennom en rengjeringsprosess.

Fremgangsmaten.
- For & fjerne det verste ble grenene forst vasket i vanlig oppvasksépe.
- Deretter blev de lagt i en batte med en blanding bestdende av 240 ml
NaOCl (10%) og 5 Itr. vann i 10 min.
- Deretter ble de skylt med vann og var klar til a bli tatt i bruk.

Greinene ble lagt 1 kasser pa perlite tilsatt vann, og plassert i et vekstrom
under et plasttelt av klar plast under felgende forhold, dagtemperatur 22°C,

18 timer dag med kallhvit lys Philips TL33. Luftfuktigheten 1a rundt 60 %
relativ fuktighet. Der blev daglig fort tilsyn med grenene og de ble vannet
etter behov. Deretter blev utviklingen pa greinene registrert en gang i uken i 6

uker.

5.2.2 Forsgk med drevne knopper.

Kvist fra voksent plantemateriale samlet inn 12. januar ble satt til driving 1
vekstrom med felgende forhold, dagtemperatur 22°C, 18 timer dag med kallhvit lys
Philips TL33. Luftfuktigheten 14 rundt 60 % relativ fuktighet. Der ble fort tilsyn med
kvistene daglig og der ble fylt vann pa vasen etter behov. Etter behov ble snittflatene
pa kvistene skjert av, s der kom nye snittflater. Dette ble gjort for & sikre at
vanntransporten opp i kvisten var tilstrekkelig. Seinere skulle de brutte knoppene

brukes til mikroformering pé like fot med de hvilende knopper.
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5.3 Hvilende knopper.

5.3.1 Fra kvist til reagensglass.

Etter knoppene ble desinfisert som tidligere beskrevet i teoridelen, var de klare til
bruk i sterilbenken. Hver enkelt knopp ble skilt ad ved hjelp av skalpell og nél, og
stereolupe. Dette matte utfores presist, sa meristemet ikke ble skadet. Samtidig gjelde
det om a fa skjert bort alt det som ikke var ungt plantevev, for & unnga fenolproblemer.
Hvis noen av knoppene viste tegn pa infeksjon, da de ble skilt av, ble de kassert. De
resterende meristemene ble plassert pé reagensglass med medium, deretter ble

reagensglassene forseilet med en kork, og satt inn i vekstrom.

5.3.2 Vekstrommet

I vekstrommet blev knoppene gitt falgende forhold, temperatur 20°C. Lyset var
kallhvitt fra Philips cool white TL 50w/33 lysstoffrer med en styrke p& 30 pmol/m?”/s.
og en daglengde pa 18 timer.

Fra den 16. juni 2003 blev der forsekt med varmhvittlys fra Osram warm white
18w/30, med en styrke pa 30 pmol/m?/s, da mikrokulturene ikke hadde den utvikling
som kunne forventes.

Den 18. oktober blev der gjort et forsek med redt lys, Philips TLD red 36w/15,

for & se om dette kunne stimulere til den enskede strekningsveksten.

5.3.3 Medium

Da der ikke var et spesifikt medium, som var kjent til platanlennen maétte der
proves flere forskjellige medier. I forste omgang blev der brukt to forskjellige medier,
et WPM-medium og et Andersons-medium. Seinere ble det forsekt med et Murashige
& Skoog (MS) medium der makro- og mikrostoffene ble redusert til en 1/3 del av

opprinnelige konsentrasjonen.
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Tabell. 1. Sammenligning av innholdet i de brukte mediumtypene:

Medium MS WPM Andersons
Makrostoff mg/l.
NH4NO; 1650 400 400
KNO; 1900 - 480
CaCL,.2H,0O 440 96 332,2
Ca(NOs3),.4H,0 - 556 -
MgS04.7H,0 370 370 180,54
KH,POg4 170 170 -
K5SO4 - 990 -
NaH,POq4 - - 330,6
Mikrostoff mg/I. MS WPM Andersons
KJ 0,83 - 0,30
H;BO; 6,2 6,2 6,2
MnSO.. H,O 16,9 223 16,9
ZnS04.7H,0 8,6 8,6 8,6
Na,Mo0,4.2H,0 0,25 0,25 0,25
CuS04.5H,0 0,025 0,25 0,025
CoCl,.6H,O 0,025 - 0,025
NaFeEDTA 36,7 36,7 73,4
Vitaminer mg/1 MS WPM Andersons
M-inositol 100 100 100
Nikotinsyre 0,5 0,5
Pyridoksin HCL 0,5 0,5
Thiamin HCL 0,1 1,0 0,40
Glycin 2,0 2,0
Adenin - - 80,0
hemisulfat

(Saveen 2003-2005)
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Der blev forsekt forskjellige konsentrasjoner av veksthormonet TDZ pa hvert
enkelt medium av typene WPM og Anderson. I forsekene med MS-mediet ble der, og
foretatt forsek der det bare ble brukt kinetin.

Tabell. 2 Oversikt over forskjellige media og hormon konsentrasjoner, som ble

brukt til skuddstrekning.

Medium Hormon. Hormon konsentrasjon
WPM Thidiazuron 10°
WPM Thidiazuron 5%10°
WPM Thidiazuron 5%107
Andersons Thidiazuron 10
Andersons Thidiazuron 10°
Andersons Thidiazuron 5%107
1/3 Murashige & Thidiazuron 5%107
Skoog
1/3 Murashige & Kinetin 0,2 mg/l
Skoog

Av hver 1/3 kons. Murashige & Skoog medium som blev laget, ble der og laget et

identisk medium, som var tilsatt aktivt kull (5 g/1).

6. Resultater.

6.1 Forsgk med greiner.
Knoppene pa greinene svulmet opp en anelse, med de utviklet seg ikke videre.

Det var derfor ikke mulig & starte in vitro kulturer med dette materialet.

6.2 Forsgk med brutte knopper.

Kvisten som var satt til driving utviklet seg og knoppene begynte & bryte etter 3
uker. I nesten annenhver knopp viste det seg, at der var infeksjon av sopp. Det der
kunne ses var et gratt "filtlignende” lag, som var tettest i spissen av knoppen, hvor
dette laget ble sort. Derfor blev der truffet den beslutning, at der ikke var noen grunn

til & g& videre med disse knoppene.
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6.3 Hvilende knopper.

Vedleggene A-N viser hvilke registreringer som er gjort. Figurene 7-36 viser

utviklingen til de kulturer der ble forsek.

6.4 Infeksjon i kulturene.

Totalt blev der laget 329 forskjellige kulturer med lenn og av disse var der

infeksjon 1 32 kulturer. Det gir en infeksjonsandel pa 9,73 % av alle kulturer.

Fordelingen av infeksjon pa de forskjellige typer plantemateriale.

Normal kvist.
Der blev laget 162 kulturer med normal kvist og av disse var 18 infisert, hvilket gir

en infeksjonsandel pd 11,11 %

Ungt plantemateriale.
Der ble startet 131 kulturer med ungt plantemateriale, og derav var 11 infiserte sa

andelen av infiserte kulturer blir 8,40 %.

Ya- Materiale.
Kun 40 kulturer blev startet opp med - Materiale og der var infeksjon i 5 av disse,

andelen infiserte kulturer blir da 12,5 %

6.5 Fordeling infeksjon pa mediene.

WPM-medium.
Der kom 120 vekstpunkter p4 WPM-medium og 13 av dem blev infisert, sd andelen

av infiserte var 10,83 %.

AM-medium.
Der blev startet 113 kulturer med AM-medium og 4 var infiserte, dette gav 3,54%

infisert.
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MS-medium.
100 kulturer med MS-medium blev startet opp og av disse var 17 infisert, andelen
infiserte blir da 17 %

6.6 Forsgk med hvilende knopper.

6.6.1 Woody Plant Medium.
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Fig. 7. Utvikling kulturer med normal kvist pd WPM-medium + TDZ 10 °. Antall
kulturer 7. Oppstart 04/02-03. Avsluttet 16/04-03.
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Fig. 8. Utvikling kulturer med normal kvist pd WPM-medium + TDZ 10 °. Antall
kulturer 6. Oppstart 04/02-03. Avsluttet 12/05-03.
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Fig. 9. Utvikling kulturer med normal kvist p4 WPM-medium + TDZ 10 °. Antall
kulturer 14. Oppstart 05/02-03. Avsluttet 12/05-03.
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Fig. 10. Utvikling kulturer med normal kvist pa WPM-medium + TDZ 10 “°. Antall
kulturer 11. Oppstart 06/03-03. Avsluttet 12/05-03
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Fig. 11. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pa WPM-medium + TDZ 10 °.
Antall kulturer 9. Oppstart 06/03-03. Avsluttet 28/05-03.
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Fig. 12. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pd WPM-medium + TDZ 10 .
Antall kulturer 12. Oppstart 18/03-03. Avsluttet 28/05-03.

Figur 7-12 viser at pA WPM ble etterhvert alle kulturer infisert, men ikke i like
stor grad. Der er heller ikke stor forskjell 1 kulturenes levetid, selv om de dreier seg
om to forskjellige typer plantemateriale. Den normale kvist hadde en levetid pa 5 og 6
overforinger, mens det unge plantemateriale hadde en levetid pa 6 overferinger. Det
virker som om, den periode hvor prosentvis flest kulturer der, er i oppstarts fasen, da

rundt 50 % av vekstpunktene.
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Fig. 13. Utvikling kulturer med normal kvist p4 WPM-medium + TDZ 5*10 “°. Antall
kulturer 5. Oppstart 03/02-03. Avsluttet 11/04-03.
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Fig. 14. Utvikling kulturer med normal kvist pd WPM-medium + TDZ 5*10 °. Antall

kulturer 9. Oppstart 04/02-03. Avsluttet 16/04-03.
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Fig. 15. Utvikling kulturer med normal kvist pd WPM-medium + TDZ 5*10 °. Antall

kulturer 7. Oppstart 04/02-03. Avsluttet 11/04-03.
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Fig. 16. Utvikling kulturer med normal kvist pd WPM-medium + TDZ 5*10 °. Antall

kulturer 18. Oppstart 06/02-03. Avsluttet 11/04-03.

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004.

31



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

100 %

90 %

80 %

70 %

60 %

0O Dgde

50 % m Infisert

@ Levende

40 %

30 %

20 %

10 %

0 %

& o o 5 J R L S g R
g g g

Fig.17. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pA WPM-medium + TDZ 5*10 ~
6 Antall kulturer 12. Oppstart 18/03-03. Avsluttet 04/05-04.

Fig. 17a. En av kulturene i fig. 17. den 15. mai 2003.

Figur 13-17 viser at plantematerialet som stammet fra normal kvist, hadde en
ganske lik utvikling, hvor kulturen var ded ved 3. overfering, med et enkelt unntak
hvor kulturen var ded ved 4. overforing (fig. 13). Der var en ujevn avgang forsekene
imellom, hvor noen haddeen stor avdedingsprosent i oppstart, mens den hos andre

kom litt seinere. Der er halvdelen av kulturene som hadde infeksjon (fig. 14, 15, 17).
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Det unge plantemateriale viste en helt annen utvikling, enn det normale
plantemateriale (fig. 17). Med unntak av infeksjon, her var og en enkelt infisert. Der
var etter 1. overforing 50 % levende tilbake, deretter hadde kulturen en jevn, men
langsom nedgang i1 prosentvis overlevende. Der var en levende tilbake da forsgket ble
avsluttet.

Her kunne man se stor forskjell pa hvilken utvikling de forskjellige typene

plantemateriale hadde hatt, tiltross for de hadde fatt samme behandling.
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Fig. 18. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale p4 WPM-medium + TDZ 5*10°
7. Antall kulturer 10. Oppstart 06/03-03. Avsluttet 18/09-03.

Figur 18 viser en utvikling som ogsé er sett ved de fleste tidligere forsek (fig. 7-
12), med at 50 % av kulturen dede i oppstartsfasen for ogsa deretter ha en jevn men
sikker nedgang, frem til alle kulturer var dede. Der var dog en forholdsvis lang levetid
pa kulturene i dette forsek, da den siste kultur dede etter 9. overforing. I alt ungt

plantemateriale var 20 % av kulturene infiserte.

Fig. 18a. En av kulturene i fig. 18. Den 15. mai 2003.
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6.3.3Anderson’s medium.
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Fig. 19. Utvikling kulturer med normal kvist pd AM-medium + TDZ 10 . Antall
kulturer 25. Oppstart 10/02-03. Avsluttet 11/04-03.
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Fig. 20. Utvikling kulturer med normal kvist pa4 AM-medium + TDZ 10 . Antall
kulturer 15. Oppstart 04/03-03. Avsluttet 12/05-03.

Figur 19-20 viser at bruk av AM medium, ikke ga store forandringer i kulturenes
utvikling for normal kvist. Her var det og en stor avgang i oppstarten, og den jevne
nedgang i avdeding fulgte forholdsvis raskt som i fig 7-12. Alle kulturene var dede
etter 2 og 4 overforinger, selv om der ble laget et stort antall kulturer fig. 19 25 stk og

fig. 20 15 stk. Der var ingen infeksjon 1 noen av kulturene
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Fig. 21. Utvikling kulturer med normal kvist pA AM-medium + TDZ 10 “°. Antall
kulturer 20. Oppstart 11/02-03. Avsluttet 12/05-03.
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Fig. 22. Utvikling kulturer med normal kvist pA AM-medium + TDZ 10 “°. Antall

kulturer 5. Oppstart 04/03-03. Avsluttet 12/05-03.
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Fig. 23. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pd AM-medium + TDZ 10 ¢,
Antall kulturer 10. Oppstart 06/03-03. Avsluttet 28/05-03.
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Fig.24. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pA AM-medium + TDZ 10 “°.
Antall kulturer 12. Oppstart 18/03-03. Avsluttet 13/08-03.

Figur 21-24 viser at det ikke var stor forskjell pa resultatene mellom de normal

kvist og ungt plantemateriale. Overlevelsesprosenten 1ag heyere i oppstartsfasen

sammenlignet med (fig. 19, 20), den jevne nedgang kommer og alle kulturene dede til

slutt. Det unge plantematerialet levde en anelse lenger, enn den normale kvist gjorde.

Det unge plantemateriale overlevde frem til 6. og 8. overfering, mens den normale

kvist overlevde frem til 5. og 6. overfering.
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Fig. 25. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pd4 AM-medium + TDZ 5*107.

Antall kulturer 10. Oppstart 06/03-03. Avsluttet 12/04-03.

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004.

36



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

100 %

90 %

80 %

70 % +— —

60 % +— -
5 — ODgde

50 % — Binfiserte
— — OLevende

40 %

30 %

20 %

10 %

0%

Start 1. Overfar 2. Overfar 3. Overfar 4. Overfar 5. Overfar 6. Overfar 7. Overfar 8. Overfar

Fig. 26. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pa AM-medium + TDZ 5*107.
Antall kulturer 16. Oppstart 18/03-03. Avsluttet 13/08-03.

P& mediene (fig. 25, 26) ble det utelukkende brukt ungt plantemateriale. Men det
er vanskelig & sammenligne tallene, da der i 1. forsgk var 30 % infeksjon i kulturene
(fig. 25), og ingen infeksjon 1 det 2. forseket (fig. 26). Men igjen dede rundt halvdelen
1 starten, og deretter kom den jevne avgang til alle kulturer dede ved 5. og 8.

overforing.

6.3.3 Murashige & Skoogs medium.
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Fig. 27. Utvikling kulturer med normal kvist p4 MS-medium + TDZ 10°°. Antall
kulturer 10. Oppstart 09/04-03. Avsluttet 13/08-03.
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Fig. 28. Utvikling kulturer med normal kvist pA MS-medium + TDZ 10°. Antall
kulturer 10. Oppstart 09/04-03. Avsluttet 13/08-03.
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Fig. 29. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale p4 MS-medium + TDZ 10°.

Antall kulturer 10. Oppstart 08/04-03. Avsluttet 23/02-04.
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Fig. 30. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pa MS-medium + TDZ 107,

Antall kulturer 10. Oppstart 08/04-03. Avsluttet 18/09-03.
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Fig. 31. Utvikling kulturer med % materiale p4 MS-medium + TDZ 10°. Antall
kulturer 10. Oppstart 08/04-03. Avsluttet 04/05-04
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Fig. 32. Utvikling kulturer med % materiale pa MS-medium + TDZ 10°°. Antall
kulturer 10. Oppstart 08/04-03. Avsluttet 13/08-03.

De resultater den normale kvist frembrakte, er ganske like de resultater som ble
opp nddd med samme hormonkonsentrasjon i WPM- mediet (fig. 27, 28). Flere
kulturer var infiserte, opptil 60 % av kulturene, men total avgangs tidspunket det
samme med 5. og 6. overforing (fig 27, 28). Det aktive kullet sa ikke ut til 4 ha noen
effekt, pa dette plantemateriale (fig. 27,28). Kulturenes utvikling var den samme, 50
% dede 1 oppstart, og deretter dode de jevnt utover (fig. 27,28)

Det ungeplantemateriale hadde en annen utvikling (fig. 23,24). Mediet der det
ikke var tilsatt aktivt kull, hadde samme utvikling, som den samme
hormonkonsentrasjonen i WPM- mediet viste. Med total avgang ved 6. overforing, og

der ble samme antall infiserte kulturer 1 hvert forsgk. Det medium som var tilsatt
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aktivt kull, derimot hadde en levetid helt frem til 17. overfering. Det var en jevne
avgang av levende skudd, den gar bare langsommere nu. AT kulturene ble overfort til
medium med aktivt kull til medium uten aktivt kull hadde ingen betydning for
utviklingen (fig. 29, 31). Plantematerialet hostet V4 (fig 31, 32) viste og stor forskjell
i resultatene, avhengig om der ble brukt medium med eller uten aktivt kull. Medium
uten aktivt kull (fig. 31) hadde en god start uten avgang, men deretter kom en jevne
avgang, og alle kulturer dede ved 6. overforing. En enkelt av kulturene ble infisert.
Kulturene som hadde stdtt pA medium som innholdt aktivt kull (fig. 32), hadde heller
ingen avgang i1 oppstarten, og holdt en hey overlevelses prosent pa 70 % frem til 7.
overforing, hvor kulturene ble flyttet over pa medium uten kull. Deretter dede 3
kulturer frem til 8. overforing, og den jevn avgang inntraff. Der var dog stadig en
kultur 1 leve da forseket ble avsluttet 4. mai 2004. der var ikke infeksjon i noen av

kulturene.
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Fig. 33. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pdA MS-medium + Kin 0,2 mg/1.
Antall kulturer 10. Oppstart 09/04-03. Avsluttet 23/02-04.
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Fig. 34. Utvikling kulturer med ungt plantemateriale pA MS-medium + Kin 0,2 mg/1.

Antall kulturer 10. Oppstart 09/04-03. Avsluttet 13/08-03.
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Fig. 35. Utvikling kulturer med ' materiale pd MS-medium + Kin 0,2 mg/l. Antall
kulturer 10. Oppstart 09/04-03. Avsluttet 27/11-03.
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Fig. 36. Utvikling kulturer med ' materiale pd MS-medium + Kin 0,2 mg/l. Antall
kulturer 10. Oppstart 09/04-03. Avsluttet 13/08-03.
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Kommentarer til resultatene: Der var ikke mer gammel kvist tilbake, s 1 forsekene
med kinetin (fig. 33-36), ble der kun brukt ungt plantemateriale og kvist hestet %a.
Resultatene som kom frem viser, at der stort sett ikke var forskjell pa de to typer
plantemateriales utvikling. Der forskjellen ligger er om kulturene har stdtt p4 medium
med eller uten aktivt kull.

Medium uten kull (fig. 34, 36). Begge typer plantemateriale startet stort sett uten
avgang, med deretter steg avgangen forholdsvis raskt. Ungt plantemateriale dede ved
5. overforing og 4 materialet var dedt ved 6. overforing. Der var 1 kultur infisert i
begge typer plantemateriale.

Kulturene som ble dyrket pa4 medium med aktivt kull (fig. 33,35), hadde og den
samme utviklingen, tiltross at det var to forskjellige typer plantemateriale. Det unge
plantemateriale levde dog i lengere tid, frem til 17. overfering, enn 4 materialet som
levde frem til 12. overforing. 30 % av 1/4 kulturene var og infiserte, mens kun 10 %
an kulturene fra det unge plantemateriale var det.. Ellers hadde begge forsgk en jevn
men langsomt nedgdende overlevelses prosent til den er 0 %. Ingen av plantemateriale
typene ble negativt pavirket av & gé fra medium med aktivt kull over til medium uten
(fig. 33, 35). Dade kulturene ikke 1 oppstartsfasen, dedde de vanligvis pga. callus
overvoksninger (vedlegg A-M).

7.Diskusjon lgnn.

7.1 Driving av knopper fra grener.

P& mortreets stamme og greiner finnes et stort antall smé kviste, si der var basis
for & tro, at dette forsek kunne gi brutte knopper der kunne brukes i mikrokulturen.
Metoden er tidligere blitt brukt pé eik (Vieitez et. al.1994, Hernandes et. al. 2003),
hvor knoppene begynte & vokse etter en til to uker. Denne metode kan dpenbart ikke
brukes pé lenn, som reagerer annerledes pd behandlingen enn eik. Knoppene svulmet
opp men brot ikke. Vieitez et. al. (1994) Hadde hestet grenene pé slutten av mars rett
for knoppene spretter og Hernandez et. al.(2003) samlet plantematerialet i perioden
desember til mai, og fikk darligst resultat med materialet samlet i januar. Grenene
som blev brukt var samlet 12. januar. Det er mulig at man burde ha ventet med & drive

greinene til slutten av mars eller begynnelsen av april.

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 42



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

7.2 Brutte knopper fra kvist

Oppstart av mikrokultur fra brutte knopper er en metode som er blitt brukt pa
forskjellige treslag eks. bjork (Ryynidnen & Ryynédnen 1986).
Mikroformering med plantemateriale samlet ute i det fri innebaerer en stor risiko for at
plantematerialet skal gi infeksjon., for er kan ofte vere sopp og bakterier i knoppene,
som vil gi infeksjon nar in vitro kulturen startes opp. Rohr & Dominuque (1987) fikk,
da de samlet stubbeskudd fra lenn en infeksjonsprosent mellom 55 og 75 prosent. Jeg
sé tilsvarene pa knoppene til de kvist som ble satt til driving. Halvdelen av knoppene
var infisert av sopp. Forseket blev derfor avbrutt for de brutte knopper ble satt pd
medium, da der ikke var grunn til & forseke noe som i utgangspunktet ikke sé ut til a

ikke ville kunne lykkes.

7.3 Hvilende knopper.

Der fantes ikke en metode beskrevet for mikroformering av lenn fra hvilende
knopper, sé der taes utgangspunkt i hvordan den normale fremgangsmate er nar
treaktige planteslag skal mikroformeres fra hvilene knopper. Metoden har tidligere
gitt vellykkede resultater pa bjerk (Durkovic 1997, Ryynénen & Ryynénen 1986,
Hodnebrog 1996). (Chalupa 1983) nevner arter som Carpinus, Quercus, Tilia, og

Fraxinus.

Det som er viktig er alderen pa plantematerialet og innsamlingstidspunktet. Da
knoppene kom fra et voksent tre, ville juvenilitet vere et typisk eksempel pa et
problem. Da evnen til & formere seg vegetativt ofte er forbunnet med juvenilitet
(Chalupa 1983), og kulturer av treaktige planteslag letter lader seg etablere fra
juvenilt materiale(George & Sherrington 1984). Den optimale fremgangsmate ville ha
varet a pode kvist fra mortraet pa unge grunnstammer av lenn, som resultere i en
rejuvenering av plantematerialet ( Hansen 1985, Hodnebrog 1996). Dette ble ikke
gjort, der ikke var tid til & vente pa at podekvistene skulle etablere seg pa

grunnstammen.
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Forsgkene viser at den normale kvist, som har ontogenetisk eldst type plante
materiale har kortest overlevelsestid in vitro, maksimalt frem til 6. overfering . Det
unge plantemateriale som er ontogenetisk yngst, viser en helt annen atferd hvor

kulturene 1 4 ut av 12 forsek overlever frem til fra 10. til 26. overforing.

Hesttidspunkt for kvistene spiller og inn pa juveniliteten (George & Sherrington
1984). Da der 1 lopet av et ar er store variasjoner i temperatur, daglengde, lysintensitet
og vannstress som en mor-plante er utsatt for i lopet av et ar, er resultatet at planten
ogsa har forskjellige konsentrasjoner av karbohydrater, proteiner, og hormoner pa
forskjellige tidspunkter av aret. Derfor mé resultatet av mikroformeringen
sannsynligvis variere med nér pé aret plantematerialet blir hostet fra morplanten
(George & Sherrington 1984). Forseksresultatene indikerer ikke dette. Den normale
kvist som er samlet mens knoppene enné er i sterkt bunnet av vinterhvilen, har en kort
levetid in vitro pé 3-6 overferinger inklusiv de kulturer som er p4 medium med aktivt
kull. Dette til tross for at der er en spredning pa opptil halvannen maned pa
innsamlingstidspunktet og oppstartsdatoene pa de enkelte forsek. Det plantemateriale
som er inn samlet den 1. april 2003, har samme levetid 5 og 6 overforinger, hvis der
ses bort fra de kulturer som er pd meduim inneholdende aktivt kull, som de andre
kulturer hvor der er brukt plantemateriale med et innsamlingstidspunkt som ligg

tidligere pé aret.

7.4 Infeksjon i kulturene.

Desinfiseringen av plantematerialet ma ha varet ganske effektiv, da der totalt var
en infeksjonsandel pd 9,73 % av alle forsekene som ble gjort, ndr man sammenligner
med Rohr og Dominuque (1987) som hadde en infeksjonsprosent i kulturene mellom
55-75 %. Forklaringen pa den lave andel infiserte kulturer er at der blev gjort et stort
sorteringsarbeid ndr knoppskjellene ble fjernet. Var der de minste tegn pa infeksjon
blev knoppene kassert. Knoppene som blev satt til driving hadde soppinfeksjon 1
halvdelen av knoppene, sé uten sorteringsarbeidet ville forsekene sikkert ha hatt en

meget hoyere infeksjonsprosent.
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7.5 Medium

Der blev 1 forsgkene brukt flere forskjellige mediumtyper og
hormonkonsentrasjoner. Dette skulle gi mulighet for, at den riktige kombinasjon
skulle veere mellom det som ble forsgkt. Der blev tatt utgangspunkt i hvilke
mediumtyper som tidligere hadde gitt vellykkede resultater pé treaktige planteslag
tidligere og de hormonkonsentrasjoner som ble brukt.

Valg av medium.

Da det erfaringsmessig har vist seg at treaktige planteslag ofte vokser best pd
medium med reduserte konsentrasjoner av et eller flere ioner (Anderson 1975,
McCown & Lloyd 1981). De mediumtyper som ble brukt var Murashige og Skoog
(MS), Andersons medium (AM) og Woody Plant medium (WPM) har alle vist
positive resultater pé treaktige planteslag tidligere ( Hodnebrog 1996, Quoirin &
Lepoivre 1977. MS mediet ble brukt med en tredje dels konsentrasjon, s
innholdsmessig er der ikke den store forskjell p4 de 3 medium typene som er blitt
brukt. Derfor er det sannsynligvis ikke mediet der er arsak til, at der ikke kom noen

strekningsvekst pa de kulturer som ble startet opp.

Hormonvalg og -konsentrasjon.
Resultatene av forsgkene indikerer ikke at der er en hormonkonsentrasjon av

TDZ som er a fortrekke frem for andre nar der brukes normalt plantemateriale.

Det unge plantemateriale er eneste materiale, hvor det er lykkes & fa en lang levetid
pa kulturene uten bruk av aktivt kull. Kulturene var pa WPM.medium + TDZ med
konsentrasjoner pa 5*10° og 5*107, men ikke pa 10" som ligger midt imellom de to.
Det eneste medium med en TDZ konsentrasjon 10 og ungt plantemateriale med lang
overlevelsestid er MS-mediet, men kun hvis mediet var tilsatt aktivt kull.

Kulturene som blev startet opp med materiale innsamlet 1. april 2003, som har hatt
lang overlevelsestid pa MS-mediet, er de som var tilsatt aktivt kull. Kulturene der
kom pa medium uten aktivt kull, fikk en overlevelsestid der ikke var lenger enn de
fleste andre kulturer pa medium uten aktivt kull. Det ser ikke ut som om der er den
store forskjell om hormonet der ble brukt var TDZ eller kinetin, overlevelsestiden var
omtrent lik for de samme typer plantemateriale.

Da der ikke kom strekkningsvekst pd noen av kulturene er det vanskelig & vite om

det er de riktige hormoner og konsentrasjoner som er blitt brukt.
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Aktivt kull i mediet.

Tidligere forsek har vist, at med aktivt kull i mediet kan veksten fremmes i in
vitro kulturer med treaktige planter ved a forhindre, at der dannes frie fenoler i mediet
(Chavre & Salesses 1987). ). Favre & Juncker (1987) fant at det aktive kullet virkede
dempende pa callusveksten og at skuddene fikk en normal strekningsvekst.

Det blev ikke observert, om der ble dannet frie fenoler i de kulturer der var pa
medium innholdende aktivt kull. Spersmélet er, om det gar an at observere om der er
frie fenoler i kulturene. Fenolene kan muligvis bliv absorbert via en kjemiskprosess
av det aktive kullet s snart det dannes. Sammenlignes de kulturer der var pé identiske
medium uten kull, og den samme type plantemateriale med de kulturer som var pa
medium med aktivt kull, fremgar det tydelig at mediet som inneholder aktivt kull har
den lengst levetid. Levetiden for kulturene er fra dobbelt sa lang til nesten fire ganger
sé lang, for de kulturer der har statt pd medium med aktivt kull.

Det blev 1 forbindelse med overforingene registrert at der ikke tilnermelsesvis var
den samme callusdannelse i de kulturer som innholdt aktivt kull, som i de kulturer der
ikke innholdt aktivt kull. (Scholl et al. 1981). Skuddene fikk ikke en normal
strekningsvekst, men det var der heller ikke pa noen av da andre kulturer uten aktivt
kull. S& der er ikke noen forskjell i kulturenes utvikling om mediet inneholder aktivt

kull eller ikke.

7.6 Vekstrom.

Forholdene med temperatur og daglengde stemmer godt overens med de forhold
der normalt er i1 vekstrom der inneholder kulturer med treaktige planter.

Lyset der ble startet opp med var kallhvit, men ingen strekning ble oppnadd. Etterpa
ble de forsek med redtlys. Resultatet var en eksplosiv callusvekst, det samme
opplevde (Pers. med. Padilla Guzman 2004), da der blev gjort forsek med blabeer
under radtlys. Da dette absolutt ikke var lesningen, blev kulturene etterfolgende satt
unner et varmhvit lys, og den voldsomme callusvekst stoppede, men der kom stadig
ikke strekningsvekst pd kulturene. At der ikke kom strekningsvekst pa kulturene tror
jeg ikke skylles forholdene kulturene hadde i1 vekstrommet. Forklaringen ligger

narmere 1 plantematerialet og hormonene der ble brukt i mediene.
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8. Konklusjon Del A:

Resultatene pa forsekene gav det samme resultat, og det lykkes ikke at fa
strekningsvekst pa noen av kulturene. Men det er helt klart, at skal det lykkes &
mikroformere fuglegyet lonn skal det brukes ungt plantemateriale og det skal vaere
hestet rett for knoppene spretter pa varen. Da det er det plantemateriale der har vist de
mest lovende resultater. Hvis der skal forseket igjen, vil det sikkert vere fornuftig a
prove med de samme medium typer (WPM og MS 1/3 kons.).

Hormon og ved hvilken konsenstrasjon som da skal brukes i mediet ved nye
forsek er jo et av de store spersmal. Jeg vil anbefale at der brukes TDZ ,da resultatene
ikke viser forskjell om der brukes TDZ eller kinetin nar der er aktivt kull i mediet. Det
var kun med TDZ, at det lykkes & fa lang levetid pé kulturene uten bruk av aktivt kull
i mediet. Det er fristene at si seg enig med det Rohr & Dominique (1987) skrev. ”..we
demonstrated that in vitro culture of explants such as cambium or buds was not
suitable when directly taken from adult trees”. Dette var i 1987, og tiden har ikke stétt
stille, sé jeg tror det skal vaere mulig & lykkes med mikroformering av platanlegnn. Det

er bare at fortsette med at prove.

Fig. 37. Der er stor forskjell pa kulturoppstart og oppformering.
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9. Del B: BJURK

9.1 Bjarke slekten.

De best kjente rakelberende traer tilhorer bjerkefamilien, som ogsa omfatter
hassel (Corylus) og or (Alnus). Familien innholder 6 slekter og over 150 arter av
lauvfellende treer og buske, som is@r vokser pé den nordlige og tempererte soner.
Alnus slekten finnes ogsé i Andesfjellene. Bladene er spredte. Hanh- og hunblomster
sitter 1 atskilte rakler pa samme tre, men der er kun hannraklene som er store i

ioynefallende (Coombes 2000).

9.2 Bjgrkeartene i Norge.

Det har vaert mye uenighet om bade navn og artsinndeling og spesifiseringen av
de forskjellige typene av bjerk bade i Norge og resten av verden. Forelopig er det
enighet om at det vokser 3 hovedarter av bjerk naturlig i Norge. Dunbjerk og
vortebjerk er de to sékalte tredannende/stammedannende artene. Den tredje arten,
dvergbjerk (Betula nana) er en rislignende/buskformet art (Borset 1985, Frivold
1994). Artene kan variere bide 1 utseende og form, og deles derfor ofte inn i enten
underarter, former eller varianter.

Hos dunbjerk finner man underarter som myrbjerk (B. pubescens subsp
pubescens) og fjellbjerk (B. pubescens subsp tortuosa) (Frivold 1994).

Naér det dreier seg om vortebjork snakker vi derimot om varianter. En av de mest
kjente er valbjerk (Betula pendula var. carelica), eller masurbjerk, som mange velger
a kalle den. En annen kjent variant av vortebjerken er flammebjerk, disse mé dog
ikke forveksles, selv om der kan vere flammestruktur 1 valbjerk. Flammebjork
oppstdr nar kambielaget sprekker, slik at belger i1 drringene dannes og veden fér et

flammet utseende (Ruden 1954, Jahren 2002).
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9.3 Naturlig utbredelsesomrade

Det naturlige utbredelsesomrade til bjerken er den nordlige halvkule i et belte.
Innenfor skogbruket snakkes det om “’Bjerkebeltet”, som gar fra Europa gjennom
Russland til Stillehavskysten, hvor dunbjerka ( Betula pubescens) danner grensen for
den nordlige utbredelsen av slekten, og vortebjerken ( Betula pendula) gar lengst mot
sor. Dunbjerka finnes dessuten i store deler av det nordlige Asia samt pd Grenland og
Island. Vortebjerken finnes muligvis og i det nordlige Asia. Begge arter kan vokse
hoyt over havet. I de Sveitsiske alpene kan begge arter finnes 1 opptil 2000 m.o.h. Det
er vanlig, at det er dunbjerka som danner skoggrensen opp mot fjellet.

Med sa stort et utbredelsesomrade mé der vere store forskjeller i klima. Som
eksempel er det i dunbjerkas nordestlige utbredelsesomrade et arlig gjennomsnitt pa
350 mm nedber og en middeltemperatur pa -20° i januar og 15° 1 juli. I den
sorvestlige delen av omradet kan den rlige nedbersmengde komme opp pa 1500mm
med en januartemperatur pa 3° og en julitemperatur pa 15°.

De viktigste omradene er det nordlige Skandinavia og Russland hvor bjerken
finnes i rene bestand eller i blandingsbestand med osp (Populus tremula), Graor
(Alnus incana), furu (Pinus sylvestris), og gran (Picea abies) og andre arter (Moller
1977).

9.4 Krav til levested.

Bjerken stiller ikke store krav til jordbunnens innehold av naringsstoffer eller
jordtype, men den er lyskrevende. Hvor der er rikelig vannforsyning er bjerkens
vannforbruk meget hayt, men den klarer seg med meget lite vann om det er
nedvendig. P4 fuktige, sure, torvaktige jordtyper er det dunbjerken som trives best, pa
de torre sandholdige jordtyper er det vortebjerken som trives best. Den beste veksten
har vortebjerken pa moldrik, dyp jord med frisk fuktighet, gjerne i noe hellende
terreng med lun beliggenhet.

Star bjerk 1 reine bestand blir jorden normalt gressdekket, stir den 1 blanding med
bartraer pavirker bjerken jordbunnen i gunstig retning pa grunn av dens

lettomsettelige lauv (Moller 1977, Borset 1985).
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Nér man er pa de to artenes klimakrav, er det dunbjerken som star frem som den
hardfere med et minimumskrav pa 7,5 °C til sommervarme. Vortebjorken er nesten a
regne som et varmekrevende treslag, selv om der finnes forekomster helt oppe 1
Pasvikdalen pa 69°30° n.br. hvor middeltemperaturen juni-september er 10,1 °C.

Dette angir trolig det absolutte minstekrav til varme (Borset 1985).

9.5 Lauv og frg.

Bladene hos vortebjerk er mer eller mindre dobbelt sagtaggede, og de kan ha en
utstrakt bladspiss og smalner britt av mot bladstilken. Lauvet til dunbjerken er typisk
jevnt eller uregelmessig sagtagget, og formen er ofte oval med en kort bladspiss
(Frivold 1994). Freene er lette og de smé bjerkenettene har to hinneaktige vinger, sa
de lett kan fraktes over store avstander ved hjelp av vinden (Berset 1985). Man kan
og artsbestemme freene. Fravingene pa vortebjerk gar frem over frespissen, og er
ofte 3-4 ganger bredere enn selve froet. Rakleskjellene har vinger og ligner pa en fugl
1 flukt. Dunbjerkfre sine frevinger gar kun frem til spissen av freet, og frovingene er
1,5-2 ganger bredere enn freet. Rakleskjellene har sidefliker som ofte gér skratt ut fra
skjellbasis (Frivold 1994).

9.6 Frgformering.

Bjerk er en rik froprodusent med blomstring og fresetting nesten hvert &r fra 15-
20 ars alderen, og de modnes i august/september. Frg som modnes i august kan spire
med en gang, mens de fro som modnes seinere ofte mad gjennom en periode med frost
for de kan spire. Bjorkefro er smé og har nesten ikke noe opplagsnaring, og spirer sa
snart der er god tilgang pé fuktighet, ofte pa naken mineraljord med stor kapiller
vannledningsevne. Derfor ser man ofte tette naturlige foryngelser med bjerk pa de
flater der oppstéar etter skogbrann og flatehogst (Berset 1985, Frivold 1994, Mgller
1977).

Kommersiell planteproduksjon fra fre.

Naturlig foryngelse i skogen har vaert den mest brukte metode for

planteproduksjon, derfor er der i det praktiske skogbruket enné en noksé begrenset
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med erfaringer i Norge med planting av bjerk. I seneste ar har vortebjerk blitt en del
av sortimentet i mange skogplanteskoler ( Frivold 1994). Normalt saes freene pé
varen 1 et fuktig bed, flere steder praktiseres det og sding pa hesten. Metoden er at
froene bredsées i bedet, og der beregnes 75-125 m” bed/ kg fro. Dekklaget over
fraene skal vere tynt; eventuelt trakkes eller tromles bedet bare etter saing og dekkes
med granbar, som seinere reises opp for & gi skygge til de sma bjerkeplanter. Utbyttet
fra frabeddene variere mye, men 35000 planter/kg fro regnes for gjennomsnitt. Dette
er ikke et stort antall planter, nér et kilo fre fra vortebjerk inneholder 3,5-4 mil. fro og
et kilo fre fra dunbjerk inneholder rundt 5 mil. fre (Meller 1977).

9.7 Vegetativ formering.

Begge artene kan formere seg vegetativt med stubbeskudd. Evnen er sterst mens
treerne er unge, fra 30-40 ars alder avtar evnen og oppherer nesten helt ved 60-80 ar.
Dunbjerk 1 heyere liggende strok i Nord-Norge setter ofte skudd fra rothals mens
treet er 1 live, s nar den gamle stammen rétner fortsetter skuddet med & vokse og
danner nytt individ. Dunbjerk har dessuten evnen til og formere seg via rotskudd

(Borset 1985).

Fér bjerk menneskelig hjelp til den vegetative formeringen er der flere
muligheter. Stiklingsformering er en av formeringsteknikkene som kan brukes, men
der er ofte en meget lav overlevelsesprosent pa stiklingene. I Finland ble det gjort et
forsegk med stiklingsformering i 1940, og resultatet var at kun 3 % av stiklingene ble
mer en 1 ar gamle (Ryyndnen & Ryynénen 1986). Podning er ogsa en foryngelses
metode er blitt benyttet i mange r. Men den bliver for kostbar (Hodnebrog 1996). Et
annet problem med podning er, at det kun kan produseres et begrenset antall planter,
da det kun er et begrenset antall kvister pé et tree.

I Norge er planteproduksjonen av for eksempel valbjerkplanter stort sett basert

pa mikroformerte planter (Bechsgaard & Larsen 1997)
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9.8 Valbjerk

Navnet pa denne spesielle varianten av vortebjerken har og er varierende fra bade
land og sted. I dag brukes benevnelsen valbjerk mest, men enkelte steder har den fatt
navn etter opphavstedet til virket. Den kalles f. eks Ringebubjerk i nedre
Gudbrandsdal.

I de andre skandinaviske land er masurbjerk den mest brukte betegnelsen. I
Sverige har det vaert vanlig 4 kalle all bjerk med flammet ved for masur. Valbjerk er
derfor ofte blitt kalt for brunmasur. I norrenlitteratur er det nevnt en masurbolle”, sa
navnet har nok ogsé blitt brukt her i landet (Ruden 1954). I Finland brukes
betegnelsen masurbjerk eller visabjork. Mens man i Russland har knyttet navnet opp
mot det omrdde, hvor den forekommer hyppigst nemlig Karelen. Derav navnet

karelsk bjerk (Raulo 1987, Ruden 1954, Martinson 1995).

9.9 Hva er valbjark.

Der har tidligere vart mange ulike forklaringer pa hvordan masurdannelsen gikk
for seg. Bade insekt- og soppangrep ble satt i sammenheng med denne (Larsen 1940).
I dag veit man at valbjerk er en variant av vortebjerken, som skylles en arvelig
defekt. Denne defekten styres av flere gener, og dermed blir nedarvingen av defekten
ikke 100% (Martinson 1998). Dette beviste finske forskere allerede pa 1920-tallet
(Heikinheimo 1940, Larsen 1940). Forsgkene blev senere gjentatt i Sverige, og disse
bekreftede de finske resultatene (Johnson 1951)

Det er i dag kjent at det ikke kun er vortebjerken, som kan danne masurved. Dette
er tidligere blitt avvist (Heikinheimo 1940, Johnson 1951, Ruden 1954, Braastad et al
1998). Dunbjerk kan ogsa danne masur (Raulo 1987, Almgren 1990), og i folge
Martinson (1995) kan det ogsa dannes masur i or (Alnus spp.), selje (Salix spp.), og

rogn (Sorbus spp.), men det er meget sjeldent.
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9.10 Naturlige forekomster av valbjgrk.

Her i1 landet er den naturlige utbredelsen av valbjerk hovedsakelig i de sorostlige
delene av landet. Men den er funnet sd langt nord pa som Gudbrandsdalen.
Forekomstene er meget sporadiske og der kan vaere flere mil mellom de enkelte
forekomster (Ruden 1954). Enkelte eksemplarer er funnet pa Serlandet og i Rogaland
(Berg 1996).

Utenfor landets grenser forekommer valbjerken i Ser-Sverige, Ser-Finland, 1
Karelen, Baltikum og Hvite-Russland. I Europa ellers forekommer den svert spredt
(Saarino 1976, Johnson 1974). Der blev i forfjor funnet en naturlig forekomst av
valbjerk 1 Danmark. Men man regner med & finne enda flere forekomster, da der ikke
er blitt leitet etter valbjerk tidligere (Pers.med. Renne T.)

Hvilke landskapstyper er det sa typisk at valbjerken forefinnes naturlig? Valbjerk
er naturligvis bundet til de stedene hvor vortebjerken er vanlig. Det er ikke vanlig at
valbjerken er 1 typiske skogomrddene, men det ser ut som om den er knyttet til
bebodde strok, s@rlig pa gamle bosetninger, gjenvokste slattenger, jordekanter, og
nedlagte plasser (Ruden 1954). I Finland vokser valbjerken serlig ofte pa plasser der
svedjebruk var vanlig (Martinson 1995, Berg 1996). Disse landskapsformene er ved a
forsvinne gradvis rundt om i Europa, sé& det er sannsynlig a tro at valbjerken var mer
vanlig for. Da treet har et stort lyskrav og en darlig konkurranseevne 1 forhold til
andre treslag, vil den fort {4 store eksistensproblemer nér slike landskapsformer
forsvinner. Det er derfor i dag mest vanlig & finne valbjork i veikanter og skogbryn

(Martinson 1995).

9.11 Vedens utseende, indre og ytre egenskaper.

Masurveden er lett & kjenne igjen pa grunn av den spesielle vedstruktur. Den er
som tidligere nevnt et resultat av en arvelig tilvekstforstyrrelse, og bestemmes av
flere gener (Martinson 1995). Disse tilvekstforstyrrelser gjor at arringene ikke far en
normal utvikling. Neermere forklart, nar treet vokser 1 diameter, ma barkceller dele sig
tangentialt hvis barken skal fortsette med & omgi hele stammen. Dette foregér
vanligvis jevnt, men hos valbjerka, er barkveksten konsentrert 1 bestemte partier 1
barken. Derved oppstar der en strekkbelastning pd vedkambiet og det blir dannet smé

sar, som blir fylt med kallusvev. Denne prosessen danner i sammenheng med luft og

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 53



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

fuktighet de karakteristiske brune tegningene. P& grunn av sardannelsen far vi sma
innsynkninger i veden. Dette gir arringene et belget forlep, som igjen uttrykker seg i
veden som flammestruktur (Ruden 1954, Martinson 1995, As 1996).

Det er ofte vanskelig & skille valbjerk fra vanlig vortebjork mens trerne er unge.
De er ofte 5-6 ar gamle for man ser en antydning til masurdannelse (Martinson 1995).
I folge Hodnebrog (1996) kan det ga opptil 10 &r, for man kan se at treet danner
masurved.

Utseendemessig kan vortebjerktrer variere mye, fra buskvekster til opprette
stammer (Raulo 1989, Martinson 1995). Trarne har heller ikke alltid de typiske
kjennetegnene, og kan iblant ligne pa vanlige vortebjerk., og omvendt er en
oppsprukken bark og en knuttete stamme ikke en garanti for at det er en valbjerk

(Ruden 1954, Martinson 1995, Jahren 2002).

Men oftest kommer de karakteristiske kjennetegnene, som er vanlige for valbjerk,
til uttrykk. Kjennetegnene er:
- Treet erofte lavere enn normalen, diameteren tatt i betrakting.
- Treet er mer forgreinet og har ofte en krokete og knuttete stamme.
- Vokser den i apent terreng blir ofte greinene tykkere enn normalt og kronen
blir avrunnet.
- Masurveden finnes ofte i starre eller mindre partier av treet og greinene, men

forekommer oftest i stammens nedre del (Johnson 1974, Martinson 1998).

9.11.1 Typer av masurved.

Masurdannelsen kan variere ganske mye bade i form og vedstruktur. Dette kan
skyldes arv og miljemessige forhold (Saarino 1976, Martinson 1995). Med den
spesifiseringen som er kjent i dag, deles masurvedenen inn 1 4 hovedtyper (Saarino
1976, Raulo 1987, Martinson 1995). Frekvensen av de forskjellige typene kjenner

man og mer til i dag (Saarino 1976).
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9.11.1.1 Knollmasur.

Den vanligste formen for masurved er knollmasur med en hyppighet pd 60 % av
den masur som er blitt undersekt. Den kjennetegnes ved store og sma karakteristiske
knoller oppover stammen, som gjer at den fér et ruglete utseende. Veden innholder

rikelig med masurtegninger (Saarino 1976, Martinson 1995).

9.11.1.2 Halsmasur.

Formen pa masurveden ved halsmasur er oval sett ifra siden. Stammen bestér
vekselvis av grovbarkede fortykninger fulgt av et tynnere halsparti mellom hver
fortykkelse. Hos eldre traer oker diameter tilveksten 1 de tynne halspartierne, og de
kan etter hvert nesten forsvinne (Raulo 1987). I de tynne partiene mellom

fortykningene kan det dannes ved uten masuravtegninger (Saarino 1976).

9.11.1.3 Randmasur.

Masurved av typen randmasur kjennetegnes ved folder i treets lengderetning
(Raulo 1987), og den har faerre masurtegninger enn de to foregédende typene.

Randmasur er mer sjelden enn halsmasur (Saarino 1976).

9.11.1.4 Ringmasur.

Ringmasuren har tettstilte ringlignende utsvellinger oppover langs stammen.
Denne typen skiller seg ut fra de andre typene, ved at den har hvite og ikke brune
masurtegninger. Denne typen kalles gjerne ismasur, og flammebjerk er en kjent
variant av ringmasur (Martinson 1995). Forekomsten av ringmasur ligger pa unner 2

% av de undersekte valbjerkene (Saarino 1976).
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10. Materiale og metode.

Mikroformering av valbjerk
For a studere mikroformering og spesielt oppformeringen av valbjerk in vitro ble
to kloner som stammet fra vidt forskjellige omrader rent klimatisk og hadde
forskjellig stammeform valgt ut. En gnsket & finne ut om der var forskjeller i antall
mikroskudd, som ble produsert av de forskjellige klonene samt rotdanningsevnen. De

to klonene ble derfor behandlet likt.

10.1 Materiale

To forskjellige mikrokulturer av valbjerkkloner hadde vert dyrket in vitro siden
mai 01 ble valgt ut som utgangsmateriale.. Den ene klonen stammet fra Halden i
Ostfold, og den ble gitt benevnelsen H@5. Klonen stammet fra et enkeltstammet tre,
hvis opprinnelige vokseplass 1&g 95 m.o.h. Den andre klonen kom fra Nord-Odal i
Hedmark og hadde fatt benevnelsen NH28. Dette var en flerstammet klon, som

opprinnelig hadde vokst 180 m.o.h..

Mediet som ble brukt var basert pa en modifisert form av WPM-mediet som var

tilsatt 9 mg/l adenin hemisulfat, 0.5 mg /1 BAP, 20 g/l sukrose (sukker) og agar.

10.2 Metode.

Der ble laget medium 1 5 syltetoyglass (volum 250 ml.) til hver klon, og 1 hvert
glass ble det dyrket 8 mikroskudd slik at det ble totalt 40 skudd av hver klon. Etter 3-
4 uker ble det hostet mikroskudd fra hvert glass. Atte skudd fra hvert glass ble flyttet
over pa nytt medium for videre oppformering. Skuddene ble valgt ut slik at de var
like lange, ca 4 cm lange. Hver gang mikroskuddene blir brukt til oppformering ble
alle blad og toppskuddet skéret bort og stengelen ble lagt horisontalt pa det nye

mediet.
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De resterende mikroskuddene som var lengre enn 2.5 cm ble registrert og
skuddene ble priklet ut i brett (140stk/brett). For skuddene ble priklet ble de dyppet 1
et rotdanningshormon Seradix (pink), hvor det aktive stoff var IBA. Seradix (pink) er
beregnet for urteaktige planter. Grunnen til at denne type Seradix ble brukt og ikke
Seradix (grd) som er beregnet for treaktige planteslag, var at mikroskuddene var mer
urteaktige en treaktige pa prikletidspunktet. Der ble brukt fuktig jord, en blanding av
gartnermull og perlitte 1 forholdet 4:1. Mikroskuddene ble hele tiden holdt fuktige 1
vannbad til de ble dyppet i rotdannigshormonet. Etter priklingen ble de med jevne
mellomrom sprayet med en vannforstever inntil de ble flyttet ut i plastteltet i
veksthuset.

Brettene med de priklede plantene ble plassert 1 veksthus med folgende
klimaforhold, dagtemperatur 20 °C, nattemperatur 18 °C og med en daglengde pa 18
timer. Lyset som ble brukt var en kombinasjon av det naturlige sdagslyset og lys fra
HPI- og SON-T-lamper. Plantebrettene ble plassert under en hvit plastduk for & holde
pa fuktigheten. De ble daglig sprayet med en vannforstever for 4 unnga utterking. Nar
de priklede plantene hadde dannet det forste nye bladparet, blev de plantet om til nye
brett med 77 stk/brett og plastikkduken ble gradvis fjernet. Ved ompotting ble
rotdanningsprosenten registrert.

Bjerkeplantene ble seinere pottet fra brett til 8 cm potter og overfort til et vanlig

veksthus for & gjere dem klare til & komme over pa friland.

Fig. 38. Bjerkekultur pd medium med glukose. Bladene tettest pd mediet er blitt

meorkere og mer stive.

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 57



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

11. Resultater.

11.1. 1. Oppformering.

Tabell. 3. Total produksjon av mikroskudd >2.5 cm for klon HOS5 og NH28

ved 1.oppformering

Glass nr. | Klon Ant. skudd |Ikkerot |Rot Rotdannings %
1 HO5 50 2 48 96
2 52 0 52 100
3 89 8 81 91
4 60 1 59 98
5 32 3 29 90
6 NH28 |69 0 69 100
7 64 4 60 94
8 32 3 29 91
9 70 5 65 93
10 79 4 75 94

Tabell. 3. viser resultatene for alle kulturer: Totalt ble det dannet 597 mikroskudd og
567 av skuddene dannet rot. Dette gir en total rotdanningsprosent pa 95 %. Dette
betyr at hver stengel har 1 gjennomsnitt produsert 7,46 mikroskudd og 7,09 av

mikroskuddene har dannet rot.

H@5 produserte 283 mikroskudd, av disse dannet 263 rotter. Dette gir en
rotdanningsprosent pa 92,9 %. I gjennomsnitt produserte klonen 7,08 mikroskudd pr.
stengel og 6,58 mikroskudd dannet rot.

NH28 produserte 314 mikroskudd, og 298 dannet rot. Rotdanningsprosenten ble
94,9 % 1 gjennomsnitt produserte NH28 produsert 7,85 mikroskudd pr. stengel, og
7,45 dannet rot.
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Evnen til 4 produsere mikroskudd.
Ved 1. overfering hadde HOS5-klonen produsert 283 skudd og NH28- 314 skudd.
Dette gir en prosentvis forskjell pa 314-283=31. 31/314 = 0,099. NH28-klonen
produserte ved dette tidspunkt 9,9% flere mikroskudd enn HOS.

Evnen til & danne rot.
H@5 produserte 6,58 rotede planter/stengel, mens NH28 produserte 7,45/stengel.
(7,45-6,58 = 0,87. 0,87/7,45 = 0,132). M.a.o. NH28 produserte 13,2 % flere rotede
planter enn HOS.

11.3.2 2. Oppformering.
Tabell 4. Total produksjon av mikroskudd > 2.5cm for klon HOS5 og NH28

ved 2. oppformering

Glass nr. | Klon Ant. skudd |Ikke rot |Rot Rotdannings %
1 HOS5 10 2 8 80
2 23 8 15 65
3 11 1 10 91
4 7 0 7 100
5 18 2 16 89
6 NH28 |10 1 10 90
7 30 1 29 97
8 19 5 14 74
9 15 1 14 93
10 2 0 2 100

Totalt ble 145 mikroskudd > 2.5 cm dannet og 125 av skuddene dannet rot. Dette
gir en total rotdanningsprosent pd 86 %. Hver stengel som ble lagt p4 medium, har i

gj.snitt produsert 1,81 mikroskudd og 1,56 mikroskudd som dannet rot.

HO5 produserte 69 mikroskudd, ut av disse dannet 56 rot. Dette gir en
rotdannings prosent pa 81 %. I gjennomsnitt har denne klon produsert 1,73

mikroskudd pr. stengel og 1,4 mikroskudd som har dannet rot.
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NH28 produserte 76 mikroskudd, og av disse dannet 69 rot.
Rotdanningsprosenten blir 90,1 % I gj.snitt har hver stengel av NH28 klonen
produsert 1,90 mikroskudd/stengel, og hver stengel har gitt 1,7 rotede planter.

Evnen til & produsere mikroskudd.
H@5-klonen har produsert 69 skudd og NH28-klonen 76 skudd. Dette gir en
prosentvis forskjell pd 76-69=7. 7/76 = 0,092). NH28-klonen har produsert 9,2% flere
mikroskudd enn HOS.

Evnen til & danne rot.
H®5-klonen produserer 56 rotede planter, og NH28-klonen produserer 69. (1,4-
1,7=0,3.0,3/1,4 = 0,214). NH28 produserer 21,4 % flere rotede planter enn HOS5.

11.3.3 3. Oppformering.

Tabell. 5. Total produksjon av mikroskudd > 2.5 cm for klon HOS og NH28

ved 3. oppformering

Glass nr. | Klon Ant. skudd |Ikke rot |Rot Rotdannings %
1 H®5 20

2 49

3 16

4 22

5 18

6 NH28 |49

7 25

8 24

9 36

10 Infeksjon

Totalt ble det dannet 259 mikroskudd. Hver stengel som ble lagt pa medium, har i

gjennomsnitt produsert 3,24 mikroskudd.

Hovedfagsoppgave ved Institutt for plante-og miljevitenskap 2004. 60



Studie i lonn og bjerk og mikroformering av fugleoyelonn og valbjerk.

HO5: 125 mikroskudd. I gjennomsnitt har denne klonen produsert 3,13
mikroskudd pr. stengel.

NH28: Produserte 134 mikroskudd. I gjennomsnitt har denne klon 3,35
mikroskudd pr. stengel.

Evnen til & produsere mikroskudd.
H®5-klonen har produsert 125 skudd og NH28-klonen 134 skudd. Dette gir en
prosentvis forskjell pa (134+33*-125=. 42/167 = 0,251). NH28-klonen har produsert
25,1% flere mikroskudd enn HO5.

* Da der var infeksjon 1 et glass legges til gj.snitt for de andre glassene.

Mikroskuddproduksjon.
NH28- klonen som kommer fra et flerstammet tre produserte gjennomgéaende

flere mikroskudd enn HO5 som kommer fra et enkelt stammet tre.

Ved 1. oppformering produserte NH28 9,9 % flere mikroskudd enn HOS.
Ved 2. oppformering produserte NH28 9,2 % flere mikroskudd enn HOS.
Ved 3. oppformering produserte NH28 25,1 % flere mikroskudd enn H@S.

Rotdanningsevne.
Evnen til & danne rot.

Den rotdanningsprosent som er oppnétt i forseket kan ses i tabell nr. 6.

Tabell. 6. Rotdannings prosent for klon HOS5 og NH28 i de forskjellige

oppformeringene.
Oppformering nr. | Klon Rotdannings %
1 HO5 92,9
1 NH28 94,9
2 HO5 81,0
2 NH28 90,1
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Hvis det taes utgangspunkt i antallet mikroskudd produsert og

rotdanningsprosenten er det ogsd NH28-klonen som har sterst succesrate.

1. prikling hadde NH28 en heyere rotdanningsprosent pa 13,2 % enn H@S.
2. prikling hadde NH28 en heyere rotdanningsprosent pa 21,4 % enn HOS.

12. Diskusjon Bjgrk.

12.1 Evne til & produsere mikroskudd.

Antallet mikroskudd som blev produsert ved forste oppformering 1dg en hel del
heogere med 7.08 mikroskudd pr. stengel for HO5 og 7.85 mikroskudd for NH28 ved
1. oppformering enn det Durkovic (1997) oppnddde med 7.8 mikroskudd > 3 mm pr.
stengel. Men kun 1 mikroskudd pr. stengel > 15 mm. I mine forsgk var alle
mikroskudd som blev tatt fra til rotning minst 25 mm i lengde ettersom finske forsek
tidligere hadde vist at 25 mm var minimum lengden for & sikre en tilfredsstillende
rotdanning (Ryyninen & Ryyndnen 1987). Andre oppformeringen med en produksjon
pa 1.73 mikroskudd for HOS sitt vedkommende og 1.9 for NH28 lag derimot litt
under de produksjonstall Durkovic (1997) kom frem til. Det ble brukt et nesten
identisk WPM-medium av Durkovic, med 0.5 mg/l. BAP men uten adenin.

Oldrich (1991) brukte og WPM-medium med 0.5 mg/l. BAP uten adenin. Han
rapporterer 2,9 mikroskudd pr vekstpunkt etter 12-14 uker, men hvor store disse

mikroskuddene var ble det ikke opplyst om.

Hvordan skal den kraftige nedgangen i mikroskuddproduksjonen fra forste til
andre oppformering forklares? Der er flere mulige arsaker og nedgangen kan skylles

en kombinasjon av dem.
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12.1.1 Mulige arsaker til nedgangen i skuddproduksjonen.

Medium.

Det er mulig at en eller annen ingrediens er blitt glemt da mediet ble laget og at
dette har innvirket pa veksten i kulturene.

Mediet som ble brukt inneholdt sukker som energikilde, men i den opprinnelige
oppskriften, den som tidligere hadde blitt brukt for bjerk pa Plantecellelaboratoriet
var glukose fort opp som energikilde. Det er mulig at det pé et tidspunkt er blitt brukt
medium med glukose i bjerkekulturene for de ble en del av denne oppgaven, men det
er ogsa usikkert om glukose er brukt i det hele tatt. Det kan tenkes at det er nedvendig
a bruke medium som inneholder glukose med jevne mellomrom for at kulturens
vitalitet skal vedlikeholdes. Til 3. overforing ble det laget et medium med glukose 1
stedet for sukker og mikroskuddene lagt pa dette mediet. Mikroskuddproduksjonen
okte sterkt. HOS5 hadde en gking pa 81 % og NH28 gkte 76 %, til tross for at en
femtedel av kulturene var infiserte. Bruk av glukose ga en gking 1
mikroskuddproduksjonen men samtidig sag det ut som om skuddene begynte a bli

vitrifisert.

Lys.

Mikrokulturene blev rett for paske flyttet til en annen hylle 1 vekstrommet da der
var gatt et lysstoffror pa den hylle der de stod. Det jeg ikke var oppmerksom pd var,
at den hylle kulturene kom over pa hadde en lysintensitet pa 30 pmol/m?/s, hvilket er
det dobbelte i forhold til hva de skulle ha. Feilen ble forst oppdaget etter 2 uker, og
kulturene ble da flyttet tilbake til 15 pmol/m?/s.

Overforing.
I 2. oppformeringen ble kulturene ikke overfort til nytt medium midt i
vekstperioden, som de ble i 1. oppformering. Derved ble der heller ikke skjert bort
kallus, hvilket der ble gjort i forbindelse med overforingen i 1. oppformering. Dette

kan og veare en forklaring pd den voldsomme nedgang i produksjonen av mikroskudd.
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12.2 Rotdanningsevne.

12.2.1 Rotningsprosent og stgrrelse pa mikroskudd.

Oldrich (1991) fikk en rotdanningsprosent pa 25 % av alle mikroskudd efter 12-
14 uker,ved bruk av et WPM rotdanningsmedium, men det er ikke opplyst om
storrelse pa mikroskuddene i artikkelen.I vekstrommet der de kulturene ble dyrket ble
temperaturen holdt pa 24 C° om dagen og 19 C° om natten. Det ble gitt 16 timer dag
med lys fra kallhvite lysstoffrer og en lysintensitet pa 75 pmol/m?/s.

Durkovic (1997) som ogsa brukte WPM med halv konsentrasjon av
naringsstoffene som rotningsmedium, oppnade forskjellige rotningsprosenter
avhengig av sterrelsen pa mikroskuddene. Men rotdanningsprosenten var ca 82 %
etter 25-30 dager, nar det ble brukt mikroskudd med en lengde > 15 mm.. Han fant og
frem til at var mikroskuddene < 6 mm i lengde ville man fa en lav
rotdanningsprosent, helt ned til i underkant av 30 % etter 40 dager. Derfor ber
mikroskudd under 6 mm ikke brukes til rotdanning og det videre arbeidet med a
produsere ferdige planter.

I Finland har Ryynénen & Ryynidnen (1986) og gjort et forsek pa valbjerk. De
har ikke noen tall som viser deres rotdanningsprosent. Men de kommer med noen
retningslinjer for hvilken sterrelse mikroskuddene ma for at man skal fa en
tilfredsstillende rotdanning. Den optimale lengde pé skuddene nér de kommer pa
rotdanningsmedium skal vere 30-50 med mer. De fikk ingen rotning hvis skuddene
var kortere enn 25 mm. Sett i lyset av de rotdanningsprosenter andre har oppnadd,
henger dette godt sammen med de resultater jeg oppnidde. Kort sagt, lange

mikroskudd gir hey rotdanninsprosent.

12.2.2 Metode for rotdanning.

Der er ikke blitt brukt samme metoder for rotdanning. I mine forsgk ble ikke
rotdanningsmedium bruklt i det hele tatt, i stedet mikroskuddeneble hostet etter
oppformering og priklet direkte ut i jord. For & fremme rotdanningen ble

mikroskuddene dyppet i seradix, som inneholdt IBA som aktivt stoff. Brettene med
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de priklete mikroskuddene ble plassert under plast i veksthus, for & holde en hoy
luftfuktighet, sa skuddene ikke terket ut.

Oldrich (1991) brukte samme medium til oppformering som til rotdanning, et
WPM-medium som jeg men uten adenin.

Durkovic (1997) brukte og et rotningsmedium basert pd et WPM- medium, men
med halv konsentrasjon av Ca(NOs), samt 0,5 mg/l BAP og 0,1 mg/l NAA.

Ryynédnen & Ryynénen (1986) brukte et MS-medium 1 sine forsek, med halv og
hel konsentrasjon av naringsstoffebe og det var ikke tilsatt noen vekst regulatorer.

Brukes det rotdanningsmedium eller blir skuddene flyttet direkte fra
oppformeringen til jord, spiller trolig ikke noen annen rolle enn at oppformeringen

blir billigere ved direkte prikling, nar begge metodene gir sd haye rotningsprosenter.

13. Konklusjon Del B.

Det har ikke veret problematisk & fa oppformeringen til a lykkes pé de 2
valbjerkklonene. Det blir straks lettere a lykkes nar man pé forhand veit hvilken
behandling kulturene skal ha for a lykkes.

Resultatene viser, at der er forskjeller pa evnen til pa produsere mikroskudd og
danne rot pa de to forskjellige klonene som ble brukt. Det er ikke mulig & fastsld om
forskjellen skylles stammeantallet pd mortreeet, eller om evnen til at produsere
mikroskudd ikke er forbundet med antallet av stammer pd morplanten. Hvis noen
flere forskjellige bjerkekloner ble undersekt ville man med sterre sikkerhet kunne se
om der var sammenheng mellom stammeantallet p4 morplanten og evnen til 4 danne
mikroskudd.

Bytte av energikilde fra sukker til glukose ser ut til & virke forfriskende pa
valbjerkkulturene, men de skal ikke dyrkes pd medium med glukose alt for lenge, for
da begynner kulturene & bli vitrifiserte.

Rotdanningsmetoden med direkte fra oppformering til jord ser ut til & gi en minst
like s& god rotdanningsprosent, som nar rotdanningsmedium blir brukt.

Mikroskuddenes lengde har og en stor betydning for hvor hoy
rotdanningsprosenten blir. Har mikroskuddene ikke en minimumslengde pa minst 25

mm blir rotdanningsprosenten lav.
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14. Samlet konklusjon.

Mikroformering av treaktige planter er ikke noen kunst, man skal bare kjenne de
metoder, ingredienser og den behandling det enkelte treslag skal ha. Det er viktig for
en kommersiell produksjon. Resultatene i oppgaven viser dette tydelig. Del A om
lonn handler om oppstart - etablering - av en kultur, og det er den vanskeligste fasen
av mikroformeringen sammen med rotdanningen. Del B om bjerk viser at
oppformeringsdelen ikke er tilnaermelsesvis sa vanskelig som kulturoppstarten. Alt
blir lettere nar det finnes en ’kokebok man kan felge fra start til slutt. Det viktigste

her er at vaere naye med hygienen ndr man jobber med kulturene og lager medium.

Fig. 39. Forskjellige trin fra oppformering til ferdig plante.
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Vedleqgsliste

A. Registreringsskemaer: WPM + TDZ 10 . Normal kvist.
B. Registreringsskemaer: WPM + TDZ 10 °. Ung kvist.

C. Registreringsskemaer: WPM + TDZ 5*10 ~°. Normal kvist.
D. Registreringsskemaer: WPM + TDZ 5*10 °. Ung kvist.
E. Registreringsskemaer: WPM + TDZ 5*10 . Ung kvist.
F. Registreringsskemaer: AM 10 —°. Normal kvist.

G. Registreringsskemaer: AM 10 . Normal kvist.

H. Registreringsskemaer: AM 10 ~°. Ung kvist.

I. Registreringsskemaer: AM 5%10 . Ung kvist.

J. Registreringsskemaer: MS + TDZ. Normal kvist.

K. Registreringsskemaer: MS + TDZ. Ung kvist.

L. Registreringsskemaer: MS + TDZ. 74-03 kvist.
M.Registreringsskemaer: MS + kinetin. Ung kvist.

N. Registreringsskemaer: MS + kinetin. %4-03 kvist.
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Vedlegg I.

Medium: WPM + TDZ 10
Plantemateriale: Normal kvist

Forsgk nr 1.
Registreringsskema .
Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende dato Behandling | Ant. Tevende
etter
04/02- O0,0 7 1 1 5 16/03- | callus red. 4
03 03
4 26/03- | callus red. 2
03
I* 2 11/04- gen.gang 1
03
1 1 16/04- | callusred. 0
03
“callus overvokset.
Forsgk nr 2.
Registreringsskema.
Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende
etter
04/02- U 6 2 1 3 16/03- callus red. 2
03 03
2 26/03- callus red. 2
03
I* 2 11/04- gen.gang 1
03
1 16/04- callusred. 1
03
1 25/04- callusred. 1
03
1 1 12/05- gen.gang 0
03

* callus overvokset




Forsgk nr 3.

Registreringsskema.

Dato Merke Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

05/02- Klb%l" 14 1 1 12 16/03- | callus red. 5

03 03

5 26/03- | callus red. 3
03
1 1 3 11/04- | gen.gang 1
03
1 16/04- | callusred. 1
03
1 25/04- | callusred. 1
03
1 1 12/05- | gen.gang 0
03
Forsgk nr 4.
Registreringsskema.

Dato Merke* | Antall | Tnfeksjon | Dgde Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

06/03- T 11 1 1 9 26/03- | callus red, 9

03 03

427*) 1 9 11/04- | gen.gang 5
03

5 16/04- | callusred. 3
03

1 3 25/04- | callusred. 2
03

idd 2 12/05- | gen/callus 0
03

*
Er feilmerket som AM og ikke WPM.

** callus overvokset.




Vedlegg Il.

Medium: WPM 10 °
Plantemateriale: Ung kvist

Forsgk nr 5.

Registreringsskema.

Dato Merke | Antall | Tnfeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende
etter
06/03- S 9 1 2 6 26/03- Callusred. | 4
03 03
4 11/04- gen.gang 4
03
4 16/04- callusred 4
03
4 25/04- callusred. 3
03
2* 3 12/05- callusred. 1
03
1 1 28/05- callusred. 0
03
Forsgk nr 6.
Registreringsskema .

Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

18/03- Z 12 1 5 5 26/03- | callus red. 6

03 03

6 11/04- | gen.gang 6
03

6 16704- | callusred. !
03

4 25/04- | callusred. 4
03

2 4 T2/05- | callusred. 2
03

21* 2 28/05- | callusred. 0
03




Vedlegg Il1I.

Medium: WPM + TDZ 5*10 °
Plantemateriale: Normal kvist.

Forsgk nr 7.
Registreringsskema .

Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling [ Ant.
levende
etter

03/02- v 5 1 2 2 14/03- | callus red. 1

03 03

1 26/03- | callus red. 1
03
1 1 11/04- | gen.gang 0
03
Forsgk nr 8.
Registreringsskema

Dato Merke | Antall T Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

04/02- o+ 9 0 0 9 16/03- | callus red. 8

03 03

8 26/03- | callus red. 5
03
4 1 11/04- | gen.gang. 1
(3*%) 03
1 16/04- | callusred. 0
03

* callus overvokset




Forsgk nr 9.

Registreringsskema.

Merke | Antall T Infeksjon | Dede | Levende | dato Behandlin Ant.
Dato ) g
levende
etter
04/02- U 7 1 0 6 T14/03- | callus red. 6
03 03
6 26/03- | callus red. 2
03
2% 2 11/04- | gen.gang 0
03
* callus overvokset
Forsgk nr 10.
Registreringsskema.
Merke Antall | Tnfeksjon | Dgde | Levende | dato Behandlin Ant.
Dato ] g
levende
etter
06/02- 18 0 7 11 14/03- | callus red. 8
XAO
03 03
8 26/03- | callus red. 3
03
3* 3 11/04- | gen.gang. 0
03

* callus overvokset.




Vedlegg IV.

Medium: WPM + TDZ 5*10 °
Plantemateriale: Ungt plantemateriale.

Forsgk nr 11.

Registreringsskema
Dato Merke Antall Infeksjon Dade Levende dato Behandling Ant. Tevende etter

18/03-03 7 12 1 1 10 26/03-03 callus red. 6

1 6 11/04-03 gen.gang 5

5 11/04-03 fenol 5

5 16/04-03 callusred. 5

1 5 25/04-03 callusred. 4

4 12/05-03 callusred. 4

4 28/05-03 callusred. 4

4 14/06-03 callusred. 4

4 13/08-03 callusred. 4

4 25/08-03 callusred. 4

1 4 18/09-03 callusred. 3

1 3 25/09-0- callusred. 2
2 08/710-03 callusred. 2%

2 23710-03 callusred. 2

2 13/11-03 callusred. 2

2 27711-03 callusred 2

2 19/12-03 callusred 2

2 12/01-04 callusred 2

1 1 26/01-04 callusred 1

1 04702-04 callusred 1

1 23]/02-04 callusred 1

1 03/03-04 callusred 1

1 11/03-04 callusred 1

1 22/03-04 callusred 1

1 07704-04 callusred 1

1 21/04-04 callusred 1

4. Mai 04 Forsgk avsluttes, ingen tegn pa strekningsvekst vil komme.

En sat under rgdtlys for at stimulere hgjdevaksten.




Vedlegg V.

Medium: WPM 5*10
Plantemateriale: Ungt plantemateriale

Forsgk nr 12.

Registreringsskema .

Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling Ant.
levende
etter

06/03- S 10 2 1 7 26/03- | Callus red. 5

03 03

2* 5 11/04- | gen.gang 3
03
3 16/04- | callusred. 2%*
03
2 25/04- | callusred. 2
03
2 12/05- | callusred. 2
03
I* 2 28/05- | callusred.™* | 1
03
1 14/06- | callusred. 1
03
1 13/08- | callusred. 1
03
1 25/08- | callusred. 1
03
1 18/9- callusred. 0
03
* callus overvokset. ** overfart tif wpm 5 10-6 *** Tort tilbage pa opprinneli medium.




Vedlegg VI.

Medium: AM 10 ™

Plantemateriale: Normal kvist

Forsgk nr 13.

Registreringsskema .
Dato Merke | Antall | Tnfeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende
etter
10/02- X 25 0 15 10 14703-" | callusred® | 7
03 03
7 26/03- callus red 2
03
2 2 11/04- gen.gang 0
03
Eft. callus red.overfart til AM 10 °.
Forsgk nr 14.
Registreringsskema
Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter
04/03- I 15 0 5 10 26/03- | callus red. 7
03 03
2 7 11/04- | gen.gang 5
03
5 16/04- | callusred. 5
03
2 5 25/04- | callusred. 3
03
3* 3 12/05- | callusred. 0
03




Vedlegg VII.

Medium: AM10
Plantemateriale: Normal kvist

Forsgk nr 15.

Registreringsskema.

Dato Merke Antall T Tnfeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

11/02- stjrn 20 1 4 15 16/03- | callus red. 11

03 03

11 2673- callus red. 5
03
1 5 11/04- | gen.gang 4
03
4 16/04- | callusred. 2
03
2 25/04- | callusred. 2
03
2% 2 12/05- | callusred. 0
03
*callus overvokset
Forsgk nr 16.
Registreringsskema.

Dato Merke | Antall T Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

04/03- I 5 0 1 4 26/03- | callus red. 4

03 03

4 11/04- | gen.gang 4
03

4 16/04- | callusred. 2
03

1 2 25/04- | callusred. 1
03

I* 1 12/05- | callusred 0
03

*callus overvokset




Vedlegg I11X.

Medium: AM10 ~°
Plantemateriale: Ungt plantemateriale.

Forsgk nr 17.

Registreringsskema.

03

Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

06/03- S 10 0 1 9 26/03- | callus red. 8

03 03

1 8 11/04- | gen.gang 7
03

7 16/04- | callusred. 5
03

5 25/04- | callusred. 5
03

5 T2/05- | callusred. 5
03

5 5 28/05- | callusred. 0
03

Forsgk nr 18.

Registreringsskema.

Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

18/03- Z 12 0 3 9 26/03- | callus red. 8

03 03

8 11/04- | gen.gang 8
03

8 16704- | callusred. 7
03

2% 7 25/04- | callusred. 5
03

32* 5 12/05- | callusred. 2
03

2 28/05- | callusred. 2
03

I* 2 14/06- | callusred. 1
03

1 1 13/08- | callusred. 0




Vedlegg IX.

Medium: AM 5*10
Plantemateriale: Ungt plantemateriale.

Forsgk nr 19.

Registreringsskema .
Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende
etter
06/03- S 10 3 1 6 26/03- | Callusred. | 6
03 03
6 11/04- gen.gang 6
03
6 16/04- callusred. 5
03
5 25/04- callusred. 5
03
53% 5 12/04- callusred. 0
03
Forsgk nr 20.
Registreringsskema.

Dato Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant.
levende
etter

18/03- 7 16 0 6 10 24/03- | fenol flyt. 10

03 03

1 10 11/04- | gen.gang 9
03

9 16/04- | callusred. 8
03

1 8 25/04- | callusred. 7
03

7 12/05- | callusred. 7
03

53% 7 28/05- | callusred. 2
03

I* 2 14/706- | callusred. 1
03

1 13/08- | callusred. 0
03

* callus overvokset.




Vedlegg X.

Medium: MS + TDZ

Murashige & Skoog medium

Plantemateriale: Normal kvist

Forsgk nr 21 med kull.

Registreringsskema.

Dato Merke Antall | Tnfeksjon T Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
09/04-03 YTG* 10 3 2 5 25/04-03 | gen.gang 5
1 5 12/05-03 | callusred. 4
T* 4 29/05-03 | callusred. 3
1 3 14706-03 | callusred. 2
2 2 13/08-03 | callusred. 0
Forsgk nr 22 uten kull.
Registreringsskema
Dato Merke Antall | Tnfeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
09/04-03 10 10 16/04-03 | fenolflyt. 10
YTG y
6 1 10 25/04-03 | gen.gang 3
3 12/05-03 | callusred. 1
1 29/05-03 | callusred. 1
1 14706-03 | callusred. 1
1 1 13/08-03 | callusred. 0




Vedlegg XI.

Medium: MS+ TDZ 10 °
Plantemateriale: Ungt plantemateriale

Forsgk 23 med aktivt kull.

Registreringsskema.

Dato* Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
08/04-03 XX 10 1 9 25/04-03 | gen.gang 9
1 9 15/05-03 | callusred. 8
8 29/05-03 | callusred. 8
8 14/06-03 | callusred. 8
2% 8 13/08-03 | callusred. 6
2 6 25/08-03 | callusred. 4
*1 4 18/09-03 | callusred. 4
4 29/09-03 | callusred. 4
1 4 08/10-03 | callusred. 3
3 23/10-03 | callusred. 3
1 3 13/11-03 | callusred. 2
2 27711-03 | callusred 2
1 1 19/12-03 | callusred 1
1 12/01-04 | callusred 1
1 26/01-04 | callusred 1
1 04/02-04 | callusred 1
1 1 23/02-04 | callusred [9]

*med kull ** gul bakterie *1 overfart til medium uten kull




Forsgk 24 uten aktivt kull.

Registreringsskema .
Dato Merke | Antall T Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
0B04-03 | ye¢ | 10 10 Tenolfyt. 10
16/04-
03
10 25/04- | gen.gang 10
03
I* 10 15/05- | callusred. 9
03
I* 9 29/05- | callusred. 8
03
4* 8 14/06- | callusred. 4
03
3 4 13/08- | callusred. 1
03
1 25/08- | callusred. 1
03
1 1 18/09- | callusred. 0
03

*callus overvo




Vedlegg XII.

Medium: MS+ TDZ 10 ~°
Plantemateriale: ¥ Materiale.

Forsgk 25 med aktivt kull.

Registreringsskema.

03

2003.
Dato* Merke | Antall | Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
08/04-03 X | 10 24704- | gen.gang 10
03
1 10 15/05- | callusred. 9
03
9 29/05- | callusred. 9
03
9 14/06- | callusred. 9
03
2 9 13/08- | callusred. 7
03
7 25/08- | callusred. 7
03
*1 7 18/09- | callusred. 7
03
3 7 25/09- | callusred. 4
03
1 4 08/10- | callusred. 3**
03
3 23/10- | callusred. 3
03
1 3 13/11- | callusred. 2
03
1 2 27111- | callusred 1
03
1 19712- | callusred 1




2004.

Dato* Merk | Antal | Infeksjon | Dgde [Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
X 1 12701 | callusred 1
-04
1 26/01 | callusred 1
-04
1 04/02 | callusred 1
-04
1 23/02 | callusred 1
-04
1 03/03 | callusred 1
-04
1 11/03 | callusred 1
-04
1 22/03 | callusred 1
-04
1 07/04 | callusred 1
-04
1 21704 | callusred 1
-04

4. Mai 04 Forsgk avsluttes, ingen tegn pa strekningsvekst vil komme.

*med kull ** en sat under rgdt lys for at stimulere hgjdevakst. *1 overfart til
medium uten kull

Forsgk 26 uten aktivt kull..

Registreringsskema.
Dato Merke | Antall T Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
08/04-03 X 10 fenolflyt. 10
16/04-
03
1 10 25/04- | gen.gang 9
03
2% 9 15/05- | callusred. 7
03
21 |7 29/05- | callusred. 5
03
3.2 |5 T4706- | callusred. 2
03
2 2 13/08- | callusred. 0
03

*callus overvokset.




Vedlegg XIII.

Medium: MS + kinetin..
Plantemateriale: Ungt plantemateriale

Forsgk nr 27 med kull.

Registreringsskema.

Dato* Merke Antall T Infeksjon | Dede | Levende | dato Behandling [ Ant. Tevende etter
09/04-03 YKU 10 1 2 7 25/04-03 | gen.gang 7
7 15/05-0- | callusred. 7
1 7 29/05-03 | callusred. 6
6 14/06-03 | callusred. 6
2 6 13/08-03 | callusred. 4
4 25-08-03 | callusred. 4
*1 4 18/09-03 | callusred. 4
1 4 25/09-03 | callusred. 3
3 08/10-03 | callusred. 3
1 3 23/10-03 | callusred. 2
2 12/11-03 | callusred. 2
2 27711-03 | callusred 2
1 1 197/12-03 | callusred 1
1 12/01-04 | callusred 1
1 26/01-04 | callusred 1
1 04/02-04 | callusred 1
1 1 23/02-04 | callusred 0

*med kull *1 overfart til medium uten kull




Forsgk nr 28 uten kull.

Registreringsskema.

Dato Merke Antall | Tnfeksjon [ Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
09704-03 YKU 10 10 16/04-03 | fenolflyt. 10
1 10 25/04-03 | gen.gang 9
I 9 15/05-03 | callusred. 2
2 29/05-03 | callusred. 2
2 14/06-03 | callusred. 2
2 2 13/08-03 | callusred. 0

*callus overvokset




Vedlegg XIV.

Medium: MS+ Kinetin..
Plantemateriale: ¥ materiale.

Forsgk nr 29 med kull.

Registreringsskema.

Dato* Merke Antall T Infeksjon | Dgde | Levende | dato Behandling | Ant. Tevende etter
09/04-03 YK1 10 3 1 6 25/04-03 | gen.gang 6
6 15/05-03 | callusred. 6
2 6 29/05-03 | callusred. 4
Kl 4 14/06-03 | callusred. 1
1 13/08-03 | callusred. 1
1 25/08-03 | callusred. 1
*1 1 18/09-03 | callusred. 1
1 25/09-03 | callusred. 1
1 08/10-03 | callusred. 1
1 237/10-03 | callusred. 1
1 13/11-03 | callusred. 1
1 1 27711-03 | callusred 0

*med kull ** bakterieinfek. *1 overfart til medium uten kull

Forsgk nr 30 uten kull.

Registreringsskema.

Dato Merke Antall | Infeksjon | Dede | Levende | dato Behandling [ Ant. Tevende etter
09/04-03 YK1 10 10 16/04-03 | fenolflyt. 10
1 3 10 25/04-03 | gen.gang 6
4 6 15/04-03 | callusred. 2
2 29/05-03 | callusred. 2
2 14/06-03 | callusred. 2
2 2 13/08-03 | callusred. 0




