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Sammendrag
Flekkbarking av furu (Pinus sylvestris) utlaser en reaksjon i treet som gjor at yteveden blir

mer holdbar mot nedbrytere. Observasjoner av flekker pa temmervegger tyder pé at flere av
Norges eldre bygninger er bygget av traer som har vart flekkbarket, og disse bygningene ser
ut til 4 ha talt tidens tann ekstra godt. Med forventet fuktigere klima 1 fremtiden, en ekende
interesse for naturlig holdbare materialer og et enske om 4 minske bruken av biocider, kan
flekkbarking kanskje bli en del av fremtidens «impregnering». Den tekniske arsaken til den
okte holdbarheten er fortsatt uklar, men det er flere studier som tyder pa at stilbenene
pinosylvin (PS) og pinosylvinmonometyleter (PSM) spiller en viktig rolle. I dette studiet ble
kjemisk forsvar, med fokus pa PS og PSM, analysert pé flekkbarkede treer og ubehandlede
kontrolltreer. Treerne kom fra to forseksfelter, ett pa Dovre og ett i Romedal, og prevene ble
hentet ut ett ar etter flekkbarking. Den kjemiske analysen ble gjort med HPLC og vedens
soppresistens ble analysert med en modifisert EN-113 test.

Det var {3 signifikante forskjeller mellom flekkbarkede treer og kontrolltraer i den kjemiske
analysen. Den eneste signifikante endringen var en gkning av PSM 1 yteveden i treer fra
Dovre. Ratetesten gav fa signifikante forskjeller for og etter flekkbarking. Traerne fra Dovre
viste tendens til hegyere innhold av stilbener i1 yteveden enn treerne fra Romedal, men provene
fra Romedal viste likevel bedre motstand mot soppen. Kjernevedprevene fra Romedal viste
ogsé en tendens til bedre soppresistens enn de fra Dovre, tross relativt likt innhold av
stilbenene. Dette kan tyde pa at det er andre forskjeller enn de vi har testet i dette studiet som

er viktigere for soppresistensen i furuved.
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Abstract

Systematic debarking of Scots pine (Pinus sylvestris) induces defensive reactions in the tree,
which gives the sapwood properties comparable to the well-known durable heartwood. This
wood is often called “lightwood”. Traces of wounds like these are found on several old
wooden buildings in Norway, and these buildings seem to withstand the everchanging
climate. Global warming is predicted to change the Norwegian climate to the wetter, and
durable building materials will be essential in the future. Regulations on use of biocides are
constantly narrowing, and awareness of carbon footprint of materials are increasing
worldwide. The interest in wooden materials are therefore increasing, and development of
new environmentally friendly techniques for increasing durability has become a subject of
attention. Maybe systematic wounding and formation of “lightwood” is the new technique?
The technical reason for the observed increased durability is not ascertained, but a few studies
imply that the stilbenes pinosylvin (PS) and pinosylvinmonomethylether (PSM) play an
important role. In this study we analysed the chemical defence (PS and PSM) and rot
resistance in trees that had been systematically wounded and compared them to untreated
control trees. The trees were from two sites in Norway, one at Dovre and one in Romedal, and
samples were gathered one year after the wounding. The chemical analysis was done with

HPLC and the rot-test was done by a modified EN-113 test.

In the chemical analysis, there were few differences between the wounded trees and control.
The only significant difference was an increase in PSM in the sapwood in trees from Dovre.
There were also few differences in decay resistance in the rot-test. Sapwood samples from
Dovre had slightly higher concentrations of the stilbenes than those from Romedal, but the
samples from Romedal demonstrated slightly better decay resistance. The heartwood samples
from Romedal also demonstrated better decay resistance than those from Dovre, although
they had similar concentrations of the stilbenes. The results imply that there are other
differences than the ones tested in this study that is of greater importance in decay resistance

of Scots pine wood.
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1 Innledning
Furu (Pinus sylvestris) er det nest viktigste treslaget i Norge, bade akonomisk og ekologisk.

Det ble avvirket ca. 2,9 millioner m* furu i Norge i 2019 og mer enn 55% av dette ble
sagtommer (SSB, 2019). I dag er sagtommeret fra furu en viktig del av byggevarehandelen,
og brukes typisk til f.eks. kledning, panel, listverk og konstruksjonsmaterialer. Det er 1 dag
okende ettersparsel etter byggematerialer med lavt karbonavtrykk, og dette gjelder spesielt
treverk. Furuvedens egenskaper gjor at det er godt egnet til impregnering, og de vanligste
impregnerte trematerialer i Norge er derfor laget av furu. Historisk sett har furu vert viktig
temmer til lafting av bygninger, materialer til vinduer, paler og andre litt «krevende»

oppgaver.

Mennesket har gjennom tiden utviklet forskjellige teknikker for & eke holdbarheten til
materialer i tre og mange av tilnaermingene inneberer & holde treverket tort. Det er fordi de
fleste vednedbrytende organismer (hovedsakelig sopp og insekter) krever et visst innhold av
fuktighet 1 veden for 4 kunne bryte den ned. Grenseverdien for fuktinnhold 1 furuved er
foreslatt & veere ganske lav og var mellom 12,9 og 13,8% 1 ytevedprever som ble utsatt for fire
vanlige brunsopper (Meyer & Brischke, 2015). Andre teknikker har som mal & gke
holdbarheten ved bruk i fuktige miljoer som f.eks. batbrygger eller terrasser. Den mest brukte
metoden for dette er impregnering med biocider som gjor den ytre delen av materialet giftig
for nedbrytere. Den vanligste impregneringen i1 dag er en kobbersaltlasning. I eldre kobber-
impregnering (CCA) ble det brukt en blanding av salter fra tungmetallene kobber, krom og
arsenikk, som er svert giftige, og som ved avrenning kan vare farlige for mennesker og dyr
(Townsend et al., 2004). Pa grunn av dette har (med fa unntak) gjenbruk og bruk av materialer
behandlet med denne metoden vert forbudt 1 Norge siden 2002 (Forskrift om forbud mot
CCA-impregnering, 2001). Den moderne kobbersaltlesningen regnes som mindre farlig enn
den tidligere, men disse materialene er fortsatt regnet som «farlig avfall» (Avfallsforskriften,
2004). Bade materialer fra CCA-metoden og moderne impregnering har den karakteristiske
gronne fargen, er folgelig vanskelige & skille, og blir derfor handtert pA samme mate ved
resirkulering (Olsen, 2018). Med klimaendringer er det forventet et fuktigere klima 1
fremtiden (IPCC, 2014), og det er folgelig et behov for & utvikle effektive og mer

miljovennlige teknikker for & oke holdbarheten til trematerialer.

Noen av de eldste bygningene i Norge er bygget med temmer fra furu, og en del av disse
bygningene har tommer med synlige merker fra systematisk skading av barken (Godal, 1996).

Dette tommeret er fra traer som kan ha vart flekkbarket pé en eller annen méte. Flekkbarking
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er en gammel teknikk brukt til & gke holdbarheten til temmeret (Godal, 1996). Den har
forskjellige navn avhengig av hvor en er i landet, og har i tillegg til flekkbarking gjerne blitt
kalt «blaekingy, «kvable» eller «slindrebarking» (Godal, 1996). Veden som oppstér etter slik
behandling kalles «lightwood» eller reaksjonsved, og i Sverige kalles det «fetved». Den
praktiske utforelsen av flekkbarking varierer ogsd, men alle metodene innebarer en form for
saring av barken mens treet fortsatt stir ute 1 naturen. Saringen blir etter tradisjonen gjerne
gjort en eller flere ganger over tre-fire ar, men det er ogsa funnet tegn til at treerne har fatt st i
opptil flere tidr (Godal, 1996). Metoden skal provosere treet til & gke forsvaret i veden og gi
yteveden egenskaper som er en mellomting mellom kjerneved og yteved (Godal, 1996). Dette
kan ses pa som en naturlig og miljevennlig méte & impregnere treverket pa, og slike

materialer kan potensielt erstatte noen av de mindre miljevennlige losningene vi har i dag.

Furu er naturlig utsatt for stressende faktorer. Abiotiske stress-faktorer kan for eksempel vere
arets torreste, varmeste eller vateste dager, men det kan ogsa vere av det mer ekstreme slaget,
som brann (oftest startet av lynnedslag eller mennesker), ekstremver (f.eks. storm, flom),
sterkt lys, torke og ekstreme temperaturer (frostskader/brannskader). Biotiske stress-faktorer
kan f.eks. vere barkbiller, som kan gjore alvorlige skader over store omrdder ved utbrudd og
epidemier. Herbivorer er en annen biotisk trussel for furu. Den viktigste biotiske trusselen er
patogener («sykdomsfremkallende» agenter). Patogener i ved er oftest sopper som forarsaker
sykdom, misfarging eller rate i veden. For & forsvare seg mot slike trusler i naturen, har furu

utviklet flere forskjellige forsvarsmekanismer.

Kjerneved i furu er kjent for & vaere motstandsdyktig mot nedbrytere og spesielt mot sopp. P
grunn av den spesielle holdbarheten har furu gjennom tiden blitt brukt til konstruksjoner som
skulle tale litt ekstra, f.eks. vinduer, stolper, master og kledning. Forsvaret i kjerneveden er
mekanisk, siden kjerneved er metabolsk inaktivt («ded») (IAWA, 1964). Ved dannelsen av
kjerneveden i furu er det foreslitt at de fleste endringene skjer i bredden av én arring i grensen
mellom yteveden og kjerneveden, og at de viktigste endringene er okning i innhold av
ekstraktiver (harpikssyrer (kvae), fenoler og fettsyrer), og reduksjon i innhold av fuktighet og
karbohydrater (Bergstrom, 2003). De viktigste fenolene som dannes er stilbenene pinosylvin
(videre kalt PS) og pinosylvinmonometyleter (videre kalt PSM) (Bergstrom, 2003; Paasela et
al., 2017). Stilbener er godt kjent for & virke som fungicider (sopphemmende) (Chong et al.,
2009). Studier av ubehandlede traer tyder pa at det er mest PS og PSM ytterst i kjerneveden og
at det avtar innover, mens det er svert lite eller ingenting 1 yteveden (Bergstrom et al., 1999;

Ekeberg et al., 2006). Venildinen et al. (2004) fant et tydelig hoyere innhold av PS og PSM 1
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kjerneveden i «soppresistente» treer i forhold til «sopputsatte» traer. Det er dessuten observert

stor variasjon 1 innhold av disse stoffene mellom individer (Bergstrom et al., 1999).

Yteveden, innerbarken (floemet) og kambiet er de metabolsk aktive («levende») delene av
treets stamme. Disse delene er mekanisk beskyttet av barken, men er ogsa i stand til &
beskytte seg gjennom aktivt forsvar, som kan bli indusert ved f.eks. mekanisk skade (sar i
barken fra f.eks. barkbiller) eller ved infeksjoner av sopp. Mange studier er gjort pd
innerbarkens forsvarsreaksjon mot mekanisk skading og angrep av barkbiller og sopp, og det
er vist at PS og PSM her kan virke som fytoaleksiner (Bois & Lieutier, 1997; Faldt et al.,
2006; Franceschi et al., 2005). Fytoaleksiner er kjemiske forsvarsstoffer som produseres
lokalt eller transporteres fra andre deler av planten som en reaksjon pa f.eks. mekanisk skade
eller infeksjon. Det er ogsa gjort noen fa studier pa ytevedens reaksjon mot slike skader, og
det er foreslatt at yteveden far egenskaper som kan likne pa det vi finner i kjerneved, med
endret farge og ekt innhold av PS og PSM (Harju et al., 2009; Paasela et al., 2017). Studiene
til Harju et al. (2009) og Paasela et al. (2017) ble gjort pa henholdsvis tre og fem ar gamle
planter som ble skadet ved gjennomboring av stammen. Et studium pa litt eldre treer (ca. 20
ar) fant gkt innhold av PSM ved kunstig inokulering av blant annet blafargesopp (Villari et
al., 2012). I et eksperiment der all bark bortsett fra en ti cm. bred barkstripe ble fjernet fra de
nederste fire meterne av treet, ble det observert gkene innhold av PS og PSM i yteveden
gjennom den forste vekstsesongen, men etter tre ar hadde innholdet gatt betraktelig ned igjen
(Gustafsson et al., 2003). Gustafsson et al. (2003) fant ogsé et generelt gkt innhold av
harpikssyrer og et svaert redusert innhold av karbohydrater og lipider. Felles for disse studiene
er at alle har undersgkt kjemiske endringer i veden, men ingen av dem har i tillegg gjort
ratetester pa den samme veden. Disse studiene har stettet seg pa andre studier som har
undersekt hvordan forskjellige kunstige oppnadde nivaer av de sentrale ekstraktivene pavirker
soppaktivitet. En ekt forstaelse av koblingen mellom de naturlige kjemiske endringene og den
okte soppresistensen i et flekkbarket furutre kan hjelpe oss & effektivisere produksjonen av

naturlig holdbart temmer.

Malet med dette studiet var & underseke hvordan flekkbarking pdvirker det kjemiske forsvaret
1 yteveden i eldre furutraer og hvilken effekt det har pa vedens soppresistens. Vi flekkbarket
furutraer pa varen 2018 og etter en vekstsesong ble prover fra noen av disse trerne tatt ut for
naermere undersgkelse. Det ble gjort ved kjemisk analyse og ratetesting pa prover fra de
flekkbarkede treerne og fra ubehandlede kontrolltraer. I de kjemiske analysene ble innholdet av

kjemiske forsvarsstoffer studert, med fokus pa stilbenene pinosylvin (PS) og
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pinosylvinmonometyleter (PSM). Ratetestene ble gjort med en standard brunratesopp
(Rhodonia placenta) for a underseke en eventuell hemmet effekt pa prover fra flekkbarkede

treer. P4 bakgrunn av funn i tidligere studier har jeg formulert to hypoteser:

1. Konsentrasjoner av pinosylvin (PS) og pinosylvinmonometyleter (PSM) vil gke
betraktelig 1 yteveden 1 flekkbarkede traer ssmmenliknet med kontrolltrer.
2. P& grunn av det okte forsvaret, vil provene fra flekkbarkede treer veere mer resistente

mot ratesoppen enn prevene fra kontrolltraerne.



2 Materiale og metode

2.2 Plantemateriale
Forseksfeltene ble etablert pé to steder, ett i Romedal og ett pd Dovre (figur 1). Omradene er

begge betegnet som boreal barskog, med furu (Pinus sylvestris) som dominerende treslag.
Feltene ble lagt i homogene omrader, slik at treerne skulle ha omtrent samme fysiske
forutsetninger. De viktigste bestandsdataene og klimainformasjon for de to feltene er

beskrevet i tabell 1.

| 50 km I

Figur 1. Plassering av forseksfelt pd Dovre (den @verste markeringen) og i Romedal (den nederste markeringen)

(Kartverket, 2020).



Tabell 1. Bestandsdata og klimainformasjon for forseksfeltene. Klimainformasjon (varmesum og nedberssum) er
fra Ilseng (Romedal) vaerstasjon og fra Folldal (Dovre) vaerstasjon (NIBIO, 2020b). Bestandsdata er hentet fra

eiendommenes skogbruksplaner og arealressurskart (NIBIO, 2020a).

Egenskap Romedal Dovre
Breddegrad 61°58' 27" N 60°38' 03" N
Lengdegrad 9°14'39" 0 11°28'26" O
Helning retning Vest Ost

Proveniens Romedal Kaupanger Frosth.
HOH (m) 380 480

Bonitet F14 F11

Alder (skogbruksplan) 166 (1 2020) 133 (12020)
Alder (talt) 200 150

Varmesum 2019 1345,3 750,1
Nedberssum 2019 577,2 441,1

Dato for flekkbarking og uttak av kontroll | 02.05.18 30.04.18-04.05.18
Dato for uttak av flekkbarket materiale 11.01.19 20.03.19

Ti furutreer pd hvert forseksfelt ble flekkbarket i starten av mai 2018. Flekkbarkingen ble gjort
etter samme menster som er observert pd temmer 1 gamle bygninger i Norge (personlig
meddelelse fra Godal). Det ble skéret «hdndflate-store» felter av barken pa den nederste delen
av treet, mellom 0,5 og 5,5 meter fra stubbeavskjar. Feltene ble skéret av i en «oppadgdende
spiral» med ca. 45° rotasjon til neste felt. Det neste feltet begynte noen fa cm lenger opp enn

det forrige (se bilde av flekkbarkingen 1 figur 2).
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Figur 2. Den praktiske utforelsen av flekkbarkingen. Foto: Jon Bojer Godal.

Fem kontrolltreer fra hvert sted ble felt samtidig som flekkbarkingen ble utfort. Det ble gjort
for & unngd smitteeffekt av stress-signaler, som teoretisk sett kan utlese forsvarsmekanismer

hos treer som ikke er skadet (Heil & Ton, 2010). Uttak av skiver fra de flekkbarkede traerne
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ble gjort pa vinteren 1 2019, og treerne hadde dermed fétt én vekstsesong etter flekkbarking.
Fra béade kontrolltreer og flekkbarkede traer ble stammeskiver skéret ut 1 fem heyder; (1) ved
stubbeavskjer (videre kalt SA), (2) 0,5 meter over SA (ved starten av flekkbarkingen), (3) 3
meter over SA (ved midten av flekkbarkingen), (4) 5,5 meter over SA (ved slutten av
flekkbarkingen) og (5) ved 6 meter over SA. Etter at stammeskivene ble skaret ble de lagt pa
is og fryst (-20°C) sa fort som mulig. Fem stammeskiver fra 30 traer (20 flekkbarkede og 10
kontroll) ble totalt 150 stammeskiver. For & undersoke effekten av flekkbarking, ble analysene
1 dette studiet gjort pa stammeskivene som var nermest skadestedet, nr. 2, 3 og 4, som til

sammen er 90 stammeskiver (se illustrasjon av uttaket i figur 3).

= ——= 5:6,0m over stubbeavskjaer

—_— 4:5,5m over stubbeavskjaer
- slutt pa flekkbarkingen

Flekkbarket omrade —— 3:3,0!71 over stubbeavs!qaer
- midten av flekkbarkingen

2:0,5m over stubbeavskjzer

- - start pa flekkbarkingen
‘ﬁ === —— 1:Stubbeavskjaer

Figur 3. Illustrasjon av uttak av stammeskiver (nr. 1 til nr. 5).

Fra hver av de utvalgte stammeskivene (2, 3 og 4) ble det skaret ut to prover fra kjerneveden
og to prover fra yteveden. Provene ble skéret ut ytterst i hver vedtype (med
sikkerhetsmarginer for 4 unnga & fa annet vev i provene) i klosser pa ca. 1 cm? (1x1x1cm)
med bandsag pa NIBIO. Kjerneved-prevene ble skaret ut ca. tre arringer fra grensen til
yteveden. Yteved-prevene ble skéret ut ca. ti arringer fra grensen til barken. Pa stammeskiver

der det var vanskelig & se grensen mellom kjerneved og yteved, ble det brukt
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kjernevedreagens (se vedlegg for oppskrift), som etter pafering gir en sterk gulfarge pa
kjerneveden. For & unnga 4 kontaminere provene, ble klossene skaret ut ved siden av omradet
med péfert reagens. Pravene fra de flekkbarkede traerne ble skéret ut innenfor sar i barken (fra
flekkbarkingen) pa de stammeskivene der slike sér var til stede. Fire prover per stammeskive
ble totalt 360 prover. En prove fra hver vedtype ble brukt i henholdsvis kjemisk analyse og
ratetesting (totalt 180 prover til hver). Provene som skulle til kjemisk analyse, ble lagt 1
merkede papirposer og satt i tarkeskap ved 30°C. Pravene som skulle til ratetesting ble

merket og fryst ved -20°C. Se illustrasjon av uttak av vedprover i figur 4.

Kjerneved

Til ratetest % Til kjemisk
analyse

Figur 4. Tllustrasjon av uttak av vedprover.

2.3  Kjemisk analyse
Vi analyserte konsentrasjoner av fenoler i vedprovene med veskekromatografi, videre kalt

HPLC (high-performance liquid chromatography).

2.3.1 Klargjering av prevene

Etter ca. fem degn i terkeskap (30°C) ble provene lagret tort og merkt frem til oppmaling.
Provene ble malt til pulver ved bruk av kulemelle (Retch MM400, Haag, Tyskland) og det
ferdige pulveret ble lagret tort og merkt i Eppendorfrer frem til de skulle veies inn. Pulveret
fra kjerneveden ble veid inn til ca. 20 mg, mens pulveret fra yteveden ble veid inn til ca. 40

mg. Den neyaktige vekten ble registrert og pravene ble overfort til proverer i plast ssmmen
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med tre homogeniseringskuler av teflon. Prevererene ble lagret morkt og tert frem til

ekstraksjon.

2.3.2 Ekstraksjon
Prevererene med de innveide provene ble tilsatt 400 pl metanol (MeOH) (VWR, BHD

chemicals, Hi Per Solv Chromanorm. Reag Ph. Eur. For HPLC- gradient grade) og
homogenisert 1 20 s ved bruk av Precyllis 24 homogenisator (Bertin Technologies, Montigny-
le-Bretonneux, Frankrike). Deretter ble provene satt i isbad 1 15 min for de ble sentrifugert pa
maks fart (15.000 rpm) i tre min. Etter sentrifugering ble veesken (kalt supernatanten) pipettert
over 1 et merket 10 ml plastror. Det gjenvarende bunnfallet ble pd nytt tilsatt 400 ul MeOH
og homogenisert 1 20 s, men ikke lagt pd isbad fer sentrifugering. Etter sentrifugering ble
vaesken pa samme mate pipettert over i det samme roret. Dette ble gjentatt to ganger til (totalt
fire runder per prove, inkludert den forste runden med isbad). P4 de to forste provene ble en
femte runde kjort, og supernatanten fra det ble testet pA HPLC for & forsikre oss om at fire
runder var nok til & ekstrahere mesteparten av fenolene. Den ekstraherte supernatanten ble
torket i en vakuumsentrifuge (Eppendorf consentrator plus; Eppendorf, Hamburg, Tyskland) i
ca. tre timer ved 30°C pa program for alkoholfordampning (V-AL). Plastrerene med det torre

ekstraktet ble pafert lokk og lagret i fryser (-20°C) frem til analyse pa HPLC.

2.3.3 HPLC-analyse
Det torre ekstraktet ble tatt ut av fryseren og tint i minst 30 min. Prevene ble deretter lost opp

1200 ul MeOH og 200 pl ultradestillert vann, ved hjelp av ultralydbad. For & unnga at vaske
skulle fordampe i prosessen (som gir endret konsentrasjon), var lokkene pé plastrerene kun av
ved tilsetning av metanol og vann. Etter at pravene var helt opplest, ble de overfort til
Eppendorfror og sentrifugert pa maks fart (15.000 rpm) 1 tre min. Deretter ble vaesken
pipettert (for & unnga at partikler ble med) over 1 HPLC-glass og lokk ble satt pa.

Ekstraktet ble analysert med et system for vaeskekromatografi (HPLC) (Agilent series 1100,
Agilent Technologies, Waldbronn, Tyskland). Systemet bestod av en binar pumpe (G1312A),
en auto-sampler med termostat (G1329A), en kolonneovn med termostat (G1316A) og en
diode-matrise-detektor (G1315B). Fenolene ble separert med en kolonne med lengde 50mm
og indre diameter pd 4,6mm som var fylt med ODS Hypersil (3 um) partikler (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, USA). Den mobile fasen bestod av to forskjellige losninger (A og
B) som ble brukt til eluering av provene. A-lgsningen bestod av 30 ml tetrahydrofuran og fem

ml ortofosforsyre blandet i ultradestillert vann til et volum pa til sammen 2000 ml. B-
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lgsningen var metanol (MeOH) av kromatografikvalitet. Pravene ble eluert etter gradienten

beskrevet av Julkunen-Tiitto et al. (1996).

Injeksjonsvolumet var pa 20 pl, og prevene ble kjort pd 30°C. Fenolene ble identifisert ved &
sammenlikne spekterdiagrammet fra absorbansen ved 320 nm og de respektive
retensjonstidene med en kommersielt tilgjengelig standard av pinosylvin (Sigma-Aldrich).
Pinosylvin (PS) og pinosylvinmonometyleter (PSM) hadde tydelige topper i
kromatogrammene, ved retensjonstider pa henholdsvis 31.8 og 42.1 min. Arealet under disse
toppene ble brukt til beregning av konsentrasjonen av stoffene med folgende formel;
(areal*RF*volum opplest)/(vekt*injisert volum) = konsentrasjon 1 mg/g terrvekt, der «areal»
er arealet under toppene for PS/PSM, «RF» er en responsfaktor for PS ved 320 nm
boelgelengde basert pd standardkurver, «vekt» er terrvekt av innveid preve og «injisert volum»

er volumet som ble injisert i HPLC-analysen.

2.4  Ratetest
Vi analyserte provenes motstandsdyktighet mot ratesopp ved en modifisert EN113-test (CEN,

1997). De 180 pravene ble fordelt pé totalt 60 Kolle flasker, slik at prover fra samme vedtype
(kjerne- eller yteved) og samme individ (samme tre) ble lagt i samme flaske. Det oppsettet
gav to flasker per tre, en flaske med tre prover fra kjerneveden og en flaske med tre prover fra

yteveden (en prove fra hver stammeskive).

2.4.1 Klargjering av vedprover og EN113-flasker
Flis og lase fraksjoner ble fjernet fra provene, slik at ingen biter skulle falle av under testen.

Deretter ble provene terket ved 60°C 1 fire dogn og avkjelt 1 eksikator (et kammer med
silicagel som tar opp fuktighet) for de ble veid til «opprinnelig terrvekt». Pravene ble sd
klimatisert ved 20°C og 65% RH frem til provene nadde stabil vekt, og ble sd veid til
«opprinnelig klimatisert vekt». Vekstmedium ble laget med 40 g malt (Difco™ Malt Extract
500g, Becton, Dickinson and Company. Sparks, MD 21152 USA, 38800 Le Pont de Claix,
France) + 20 g agar (Agar powder for bacteriology, 1 kg, VWR Chemicals BDH PROLABO.
Geldenaalsebaan 464-B-3001 Leuven, Belgium) + 1000 ml deionisert vann. Mediet ble kokt
med jevnlig omrering i ca. en time frem til losningen klarnet. Hver flaske ble tilsatt ca. 90 ml
medium og tettet med propp av bomull fer autoklavering (sterilisering). Flaskene ble
autoklavert 1 20 min ved 121°C og deretter avkjelt i sterilbenk. De sterile flaskene ble lagret
kjelig (3°C) frem til inokulering av sopp og prover.
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2.4.2 Inokulering av sopp og inkubering av flasker
Testsoppen Rhodonia placenta (strain FPRL 280) (pastellkjuke) ble dyrket i petriskal med 4%

maltagar som vekstmedium. Soppen ble dyrket ca. ni dager for inokulering. Under sterile
betingelser ble hver flaske inokulert med tre sylindriske plugger (4 mm o, 4 mm hoye) av
testsoppen. Pluggene ble plassert i mediet i et trekantet menster med ca. lik avstand mellom
hver. Passende store ruter (ca. 2x2 cm) med steril plastnetting («spacere») ble lagt inn ved
siden av sopp-pluggene og til slutt ble vedprevene lagt oppé disse «spacerne». «Spacerne»
sorget for at vedprevene ikke var i direkte kontakt med mediet, som ville fort til for hoye
fuktnivéer i provene. Pravene ble plassert etter fast menster, med preven fra stammeskive nr.
2 innerst, fra nr. 3 til heyre for flaske-dpningen og fra nr. 4 til venstre for flaskedpningen (se

figur 5). Flaskene ble inkubert i lystett klimarom med 70 £ 5% RH og 22 + 2 °C i tolv uker.

Figur 5: Inokulerte flasker klare for ratetest. Foto: Sigrun Kolstad.

Etter at provene hadde stétt 1 tolv uker, ble flaskene tatt ut av klimarommet og provene ble tatt

ut av flaskene (se figur 6; prover dekket med soppmycel). Soppmycel ble torket forsiktig av
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overflaten av prevene for de ble veid inn til «fuktig vekt etter nedbrytningy». Etter veiing ble
provene torket ved 102°C i ca. 18 timer. Provene ble sa avkjelt i eksikator for de til slutt ble
veid inn til «terrvekt etter nedbrytning». Massetapet til pravene ble beregnet av differansen
mellom «opprinnelig torrvekt» og «terrvekt etter nedbrytning». Fuktinnholdet i provene ble

beregnet av differansen mellom «fuktig vekt etter nedbrytning» og «terrvekt etter

nedbrytningy.

Figur 6. Prover overvokst av soppmycel etter 12 uker. Foto: Even Vereide.

2.5 Dataanalyse
Figurer ble laget i MicrosoftOExcel 2020 og statistiske analyser ble gjort i R Commander,

versjon 3.4.3 (The R Development Core Team 2017). Data fra kjemiske analyser og réatetesten
ble sammenstilt. For statistiske analyser pé forskjeller mellom behandlingene
(flekkbarket/kontroll) og andre variabler, ble dataene fra yteved- og kjernevedprovene adskilt
for & unngd interaksjonseffekter pa grunn av store forskjeller mellom vedtypene. Alle tester

ble utfort ved 95% konfidensniva.
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Lineer regresjon mellom «massetap» (som responsvariabel) og konsentrasjon av «PS» og
«PSM» (som forklarende variabler) ble kjort for hver vedtype (kjerne/yte). Dette ble ogsa
gjort med «fuktinnhold» som responsvariabel. Det ble laget flerveis ANOV A-modeller med
«massetap» og konsentrasjon av «PS» og «PSM» som respons-variabler. Modellene ble laget
med gruppering for «sted» (Romedal/Dovre) og «behandlingy (flekkbarket/kontroll). For &
teste statistiske forskjeller mellom «sted» og forskjeller mellom flekkbarkede praover og
kontrollpraver, ble det kjort «Tukeys HSD-test» p4 ANOV A-modellene. For & teste om det er
forskjeller mellom innhold av PS og PSM, ble «paired-samples Wilcoxon tests» kjert for hver

vedtype.

Analyse pa forskjeller mellom uttaksheyde (stammeskiver 2, 3 og 4) ble gjort pA ANOVA-
modeller med «PS» og «PSM» som responsvariabler med gruppering etter «skivenummer»
(2, 3 og 4) og «sted» (Romedal/Dovre). For 4 teste forskjellene mellom uttakshaydene ble
«Tukeys HSD-test» kjort pa disse modellene. Korrelasjonsanalyser ble gjort mellom PS og
PSM og mellom fuktinnhold og massetap.
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3  Resultater
Det var fa signifikante forskjeller mellom kontrolltreer og flekkbarkede traeer. Mengden PS og

PSM varierte mye mellom trar, og det var som forventet en hoyere konsentrasjon av
stilbenene 1 kjerneved enn 1 yteved. Innholdet av PSM var signifikant hayere enn PS i
kjernevedprevene, men 1 ytevedprovene var det motsatt, med signifikant hgyere innhold av
PS (figur 7 og 8). Etter flekkbarking ble den eneste signifikante endringen en ekning i
mengde PSM 1 ytevedprevene fra Dovre (figur 7d). En tendens til ekning i PS ble ogsé
observert 1 disse pravene (figur 7b). Kjernevedpravene fra Romedal og Dovre hadde nesten
helt likt innhold av bade PS og PSM (figur 7a og 7c), mens ytevedprevene fra Dovre hadde
signifikant heyere innhold av PS og PSM 1i forhold til ytevedprevene fra Romedal (figur 7b og
7d). I kjernevedprevene fra baide Romedal og Dovre, samt ytevedprovene fra Romedal, hadde
mengde PS og PSM en tendens til 4 minske etter flekkbarking, men de observerte forskjellene

var ikke statistisk signifikante (figur 7).

Korrelasjonen mellom innhold av PS og PSM var hey i bade kjerne- og ytevedprevene, med
hhv 2 = 0,66 og 2= 0,77. Innhold av PS og PSM viser ogsa en tendens til & vare hoyest i
den nederste delen av treet (stammeskive nr. 2, figur 8). Ved visuell inspeksjon av
stammeskivene ble det observert en redlig farge 1 yteveden i skiver fra alle flekkbarkede treer
fra Romedal (se bilde i figur 9). Slik farge ble ikke observert pa noen av de andre

stammeskivene.
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Figur 7. Innhold av pinosylvin (PS) (a og b) og pinosylvinmonometyleter (PSM) (¢ og d) i prover fra
kontrolltreer og flekkbarkede treer fra Romedal og Dovre. Feilfeltene er uttrykt som standardfeil. Bokstavene
over barene forteller hvilke observasjoner som er signifikant forskjellig, der A er forskjellig fra B. Dette gjelder
kun innad i delfigurene (a-d), da det er forskjellig mengde PS og PSM i de forskjellige vedtypene (se forskjell
mellom skalaene i delfigurene).
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Figur 8. Forskjell mellom pinosylvin (PS) og pinosylvinmonometyleter (PSM), fordelt pa de tre stammehoydene
(2, 3 og 4) (se forklaring i figur 3) i kjerneveden (a) og yteveden (b). Feilfeltene er uttrykt som standardfeil.
Bokstavene over barene forteller hvilke observasjoner som er signifikant forskjellig, der A er forskjellig fra B
(gjelder bare innad i delfigurene og gjelder ikke mellom PS og PSM).
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Figur 9: Redlig farge pa yteveden i stammeskiver fra flekkbarkede treer fra Romedal (skivene til hoyre),
sammenliknet med ytevedskiver fra flekkbarkede treer fra Dovre (til venstre). Foto: Even Vereide

Massetapet ved ratetesten var betraktelig mindre i kjerneveden enn i yteveden (figur 10).
Massetapet i1 kjernevedprovene viser en negativ korrelasjon med innholdet av PS og PSM,
med justert r*2 pé ca. 0,14 (P < 0,0006) (se figur 11). Det betyr at innholdet av PS og PSM 1

kjernevedprevene kunne forklare ca. 14% av variasjonen i massetapet, og at massetapet avtok
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med egkende mengde PS og PSM. Massetapet i ytevedprevene viste praktisk talt ingen
korrelasjon med innholdet av PS og PSM (figur 11). I forhold til massetapet, viste
fuktinnholdet 1 kjernevedprevene en litt sterkere korrelasjon med innholdet av PS og PSM,
med 2 = 0,16 (P < 0,0002). Variasjonen i massetap var pafallende storre i kjernevedprovene
enn 1 ytevedprevene (figur 10). Provene fra Romedal viste tendens til et storre massetap i
flekkbarkede prover enn kontroll, fra bade kjerneved (ikke signifikant forskjellig) og yteved
(signifikant forskjellig). Provene fra Dovre viste tendenser til det motsatte. Romedalpreovene
viste ogsé tendens til generelt mindre massetap 1 forhold til Dovreprevene i1 begge vedtypene
(figur 10.). Massetapet i provene korrelerte sterkt med fuktinnholdet i samme prove, med 12

= 0,95 for kjernevedprevene og r*2 = 0,60 for ytevedprevene (figur 12).
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Figur 10. Massetap (i % av opprinnelig terrvekt) i ratetesten i prover fra kontrolltrer og flekkbarkede traer fra
begge lokaliteter, delt for kjerneved og yteved. Feilfeltene er uttrykt som standardfeil. Bokstavene over barene

forteller hvilke observasjoner som er signifikant forskjellig, der A er forskjellig fra B (gjelder ikke mellom

kjerneved og yteved).
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Figur 11. Korrelasjon mellom massetap i ratetesten og konsentrasjoner av pinosylvin og
pinosylvinmonometyleter. Delfigurene a og ¢ er fra kjernevedprevene, og b og d er fra ytevedprovene. R*2
utrykker korrelasjonen. P-verdien viser sannsynligheten for at den gjeldende observasjonen er tilfeldig.
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4  Diskusjon

Etter flekkbarking var den eneste kjemiske endringen en ekning i innholdet av PSM i
ytevedprevene fra Dovre, mens ytevedprevene fra Romedal ikke viste en slik endring. Ellers
var innholdet av bdde PS og PSM generelt lite endret én vekstsesong etter flekkbarking, slik
at min forste hypotese ikke kan bekreftes. Dette stir ogséd 1 motsetning til tidligere studiers
funn med klar okning av disse stoffene 1 yteveden kort tid etter saring (Gustafsson et al.,
2003; Harju et al., 2009). Trerne i studiet til Gustafsson et al. (2003) og Harju et al. (2009)
var hhv omtrent 50 &r gamle med ukjente vekstforhold og tre ar gamle med gode
vekstforhold. Traerne 1 mitt studium var mellom 130 og 200 ar og hadde midlere vekstforhold
(middels bonitet). Disse forskjellene kan vaere med pa & forklare forskjellen i resultatene, og
kan stotte opp om Ekman (1903) sin pastand om at trerne som skal flekkbarkes bor vare i
«god vekst» og mellom 60 og 100 ar gamle for at flekkbarking skal gi gode resultater. Da
induserte harpikssyrer («kvae») i yteveden er foreslatt & dannes av lokalt tilgjengelige
karbohydrater (Wolter & Zinkel, 1984), kan det nettopp vare en fordel med «god vekst» med
heyt innhold av karbohydrater i yteveden. Traerne trenger nedvendigvis ikke vere unge (60-
100 ar) for & veere 1 «god veksty», da redusert vekst i eldre furutraer er forslatt & hovedsakelig
komme av lukking av kronetaket og for hoy konkurranse (Martinez-Vilalta et al., 2007). Det
kan unngas ved konkurransereduserende tiltak. Dette stottes ogsé opp av et eksperiment der
lett skading av barken av virakfuru (Pinus taeda) viste en ekende flyt av harpikssyrer med

okende storrelse pa trekronen (Ruel et al., 1998).

Ratetesten viste ingen tydelig forskjell mellom kontrolltreerne og de flekkbarkede trerne, noe
som star 1 motsetning til min andre hypotese. Kjernevedprevene fra Romedal har et litt lavere
massetap enn de fra Dovre (ikke signifikant forskjellig) selv om prevene har ganske lik
mengde av PS og PSM. Dessuten har ogsa ytevedprovene fra Romedal et lavere massetap enn
de fra Dovre, og her har Dovreprevene et tydelig hoyere innhold av bdde PS og PSM. Dette
kan dermed tyde pa at det er andre viktigere forskjeller mellom traerne fra Romedal og Dovre
enn de vi har undersegkt, som er avgjerende for soppresistensen. Korrelasjonsanalysen mellom
massetap og innhold av PS og PSM viste ingen tydelig sammenheng i ytevedprevene og en
svak negativ sammenheng 1 kjernevedprovene. De svake korrelasjonene mellom innhold av
pinosylviner og rateresistens star i motsetning til tidligere studier som har funnet sterkere
sammenhenger (Lu et al., 2016; Venéliinen et al., 2004). Klossene som ble brukt i ratetesten
er sgsterprover av pravene som ble brukt i de kjemiske analysene. For noen trer ble det

observert stor variasjon i innhold av forsvarsstoffer innad i treet (mellom stammeskiver), men
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siden provene ble tatt ut rett ved siden av hverandre ble det antatt at forskjellen mellom dem

var minimal. Det ma likevel regnes med litt usikkerhet i forbindelse med dette.

Ved dannelsen av kjerneved er det foreslétt at plantehormonet etylen spiller en regulerende
rolle, da det er observert hoyere innhold av etylen ved grensen til kjerneveden enn lenger ut 1
yteveden (Shain & Hillis, 1973). Det er ogsa foreslatt at mekanisk skading kan eke innholdet
av dette hormonet i yteveden, og dermed gi yteveden egenskaper som kan sammenliknes med
det vi finner i kjerneveden (Nagy et al., 2006). I et eksperiment der det ble boret hull i
furutreer og hullene ble fylt med etylengass, ble det observert en gkning i innhold av
harpikssyrer 1 yteveden som var heyere enn det naturlige innholdet i kjerneveden i det samme
treet (Nilsson et al., 2002). Nér det gjelder flekkbarking, ble det allerede 1 1903 foreslatt at
cellene naer skadestedet slutter & transportere vann og fylles med harpiks (Ekman, 1903).
«Harpikssyrer» er en fellesbetegnelse for flere karboksylsyrer (Zeiss, 1948) som utgjer det vi
i Norge ofte omtaler som «kvae». Ved skader i1 barken pa furu er det kjent at traerne raskt
sender harpikssyrer som en slags sarveske til sarstedet, og det er funnet tegn til at saring ikke
bare forer til en mobilisering av «stdende harpikssyrer», men at det ogsa kan oke treets
harpiksproduksjon i eksisterende harpikskanaler (Ruel et al., 1998). Formasjon av traumatiske
harpikskanaler i furu er studert i mindre grad, men det er funnet tegn til at furu kan produsere
slike kanaler i vev helt inntil (mindre enn 2 cm fra) soppinfiserte sar (Nagy et al., 2006). Som
nevnt fant Wolter og Zinkel (1984) tegn til at harpikssyrer ikke transporteres fra andre steder i
treet og frem til séret, men at karbohydrater lokalt i veden blir omdannet til harpikssyrer.
Resultater fra Nilsson et al. (2002), Ekman (1903) og Wolter og Zinkel (1984) tyder pa at
denne prosessen er treg og at sarreaksjonen utvikler seg gradvis fra den ytterste delen av saret
(ved barken) og innover 1 veden. Dersom «tilstrekkelig impregnering» (Ekman, 1903) skal
oppnas, gir det derfor mening at treerne ma sta noen ar etter avbarking. Denne «trege

prosessen» burde undersegkes naermere i1 fremtidige studier.

Harpikssyrenes rolle i furuvedens soppresistens er, 1 likhet med stilbenenes rolle, uklar, men
det er foreslatt at de har en vannavvisende egenskap som indirekte gjor veden utilgjengelig for
nedbrytere (Panshin and de Zeeuw (1980) 1 Harju et al. (2002)). Dette stottes imidlertid ikke
av funnene i studiet til Venéléinen et al. (2004), som ikke fant noen sammenheng mellom
fuktinnholdet og harpiksinnholdet i kjerneved i furutrer. I et studium av traer som ble
klassifisert som «resistente» eller «utsatte» for sopp, var det et tydelig hoyere innhold av
harpiks 1 treerne som var «resistente». Feio et al. (1999) fant tydelige tegn til at flere

harpikssyrer, som er typiske for furufamilien, hadde sopphemmende egenskaper.
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De flekkbarkede treerne i dette studiet har bare fatt en vekstsesong pa a reagere, og resultatene
fra den kjemisk analysen og ratetesten kan dermed tyde pa at det har géatt for liten tid fra
flekkbarking til proveuttak. Som nevnt er det etter tradisjonen vanlig 4 la flekkbarkede traer
std 1 tre ar eller mer for hogst (Godal, 1996). Ekman (1903) pastod at traer burde sta i fem til
seks ar etter flekkbarking for «tilstrekkelig impregnering oppnas». Likevel er det rapportert
store endringer 1 innhold av pinosylviner etter bare én vekstsesong etter avbarking
(Gustafsson et al., 2003), som star i motsetning til det som ble observert i dette studiet.
Prevene som ble analysert i studiet til Gustafsson et al. (2003) ble hentet ut i slutten av den
forste vekstsesongen etter avbarking, mens prevene i dette studiet ble hentet ut etter at traerne
hadde gatt 1 vinterhvile. Om noe skjer med innholdet av stilbener nér treerne gér 1 vinterhvile

er uklart og burde undersgkes nermere.

Noen av bygningene med flekkbarket temmer har statt i flere hundre ar, selv om flere
ratesopper er vist & vaere 1 stand til & bryte ned pinosylvin (Lu et al., 2016; Lyr, 1962) over tid.
Enzymene som er foreslatt & vaere aktive oksidanter under nedbryting av pinosylviner er
tyrosinase, lakkase og peroksidase, som alle er typisk for flere ratesopper (Lyr, 1962). Lu et
al. (2016) fant tydelige tegn til at pinosylviner ble brutt ned av pastellkjuke (Rhodonia
placenta) og kjellersopp (Coniophora puteana). Sistnevnte er en av de viktigste ratesoppene i
bygninger i Norge (Alfredsen et al., 2005). Det kan derfor tenkes at rateresistens i flekkbarket
temmer, over tid er mindre avhengig av innholdet av pinosylviner enn forventet, og at det er
andre faktorer som spiller viktigere roller. Kanskje er det okt innhold av harpikssyrer eller
redusert innhold av karbohydrater og vann (Gustafsson et al., 2003) som er de viktigste
faktorene? Kanskje ligger svaret i en kombinasjon av disse. Pinosylviner har vist seg a virke
som fytoaleksiner mot f.eks. barkbiller og soppinfeksjoner (Bois & Lieutier, 1997; Franceschi
et al., 2005; Villari et al., 2012), og kanskje er det nettopp det som er den viktigste oppgaven
til stilbenene i furu? Kanskje er det metningen av ekstraktiver som til slutt blir s stor at

soppen ikke blir i stand til & hente naringsstoffer fra vedcellene?

Undersgkelse av innhold av ekstraktiver i veden etter ratetest slik det ble gjort i Lu et al.
(2016), kan gi nyttig informasjon om soppens evne til & bryte ned f.eks. stilbener, og burde
vurderes som en del av videre studier. Utviklingen 1 veden etter flekkbarking burde folges
over flere r, kanskje opp mot seks ar for a fa et godt inntrykk av hvilke faktorer som gjor
veden holdbar. Harpikssyrenes rolle burde undersgkes narmere. Det kan ogsa vere
hensiktsmessig 4 undersgke om det er forskjeller i dybden av yteveden, og hvordan disse

eventuelle forskjellene endrer seg over tid.
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Vedlegg — Oppskrift pa kjernevedreagens

Reagens pa furu kjerneved
Loesning A: 400 g natriumnitritt (NaNO3) lest i 600 ml vann.
Lesning B: Mettet losning av sulfanilsyre (C6H7NO3S) i vann.

Like deler av lgsning A og B blandes og spes deretter med 5 deler vann til en brukslegsning.
Denne er kun holdbar 1 noen timer. Kjerneveden farges oransje/rad.

Kilde: Nordisk trebeskyttelsesrad, NTR Dokument 3: 2013
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