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_ TTC-METODEN
ETT SATT ATT UPPTACKA ROTSKADOR

Frilandslagring av tackrotsplantor under vintern kan under ogynnsamma sno-

och temperaturforh&llanden ge upphov till rotskador. Dessa skador #r for-

riadiska, eftersom ovanjordsdelen dven hos dodligt skadade plantor kan se

helt normal ut vid tidpunkten fOor uttransport till plantering. Detta PLANT-

NYTT behandlar en inom svensk skogsforskning tdmligen oprdvad kemisk metod

att mata graden av livskraft i en vavnad.
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INLEDNING

Forsok att vid kemiska analyser
kunna faststdlla eventuella skador
hos skogsplantor har varit sparsamma
i Sverige. Frin bland annat USA
finns ddremot ett flertal rapporter
om positiva erfarenheter av s&dana
metoder. Vanligen har studierna av-
sett olika sorters frukttrad.

Vinterlagring under knappa snoforh&llanden

‘; e \ &

Den stdrsta férdelen med en tillfor-
litlig kemisk analys &r att man fér
ett mycket snabbt svar p& huruvida
en skada intraffat eller inte. En
annan stor fordel dr mdjligheten att
testa olika delar av en planta
(eller ett trdd). Man kan dirmed f&
besked om eventuella olikheter 1
kondition mellan t ex ovanjordsdel
och rot. ‘
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Sin st6rsta tillZmpning har de
kemiska metoderna f&tt vid utvarde-
ring av kdldskador. Som namnts i
ingressen &r sAdana skador ofta
mycket vanskliga att beddma okuléart.
Det dr inte ovanligt att till synes
svdrt skadade plantor repar sig
igen, samtidigt som tidigare "oska-
dade" pldtsligt borjar att dd.

Frilandslagring p& upphdjt underlag
under vintertid forekommer pd& ménga
olika plantskolor och med olika
plantsystem. Ett tidigare PLANTHYTT
(1981:5) har redogjort for de risker
som #r forknippade med detta. I ett
nytt projekt vid avdelningen for
skogsfOrnyelse i Garpenberg studeras
nu plantrdtters kdldhdardighet mer i
detalj. Forstket omfattar gran, tall
och contorta, tv& skilda s&ddtid-
punkter och ett stort antal olika
provenienser. Dessutom undersdks hur
olika fdrbehandlingar (nattldngd-
och temperaturreglering) phverkar
plantornas hdrdighetsutveckling.

Efter avslutad frystest kontrolleras
plantornas tillsténd genom att de
planteras i en for tillvdxt optime-
rad miljo. Tre veckor senare sker en
slutlig beddmning av hur plantan
klarat sig, varvid bland annat ny-
bildningen av rotter och ldngdtill-
vaxt registreras.

Som komplement till dessa miAtningar
har vi funnit det intressant att
prova den vid de tidigare namnda
undersokningarna vanligast fOrekom-
mande kemiska analysmetoden, den sé
kallade TTC-metoden.

TTC-METODEN

TTC stédr fOr Trifenyl-tetrasolium-
klorid, vilket ar ett salt. I kort-
het gir metoden ut p& att ett vav-
nadsprov placeras i en 19sning av
detta amne. Under vissa forh&llanden
reduceras di TTC till ett @mne be-
namnt formazan, vilket fArgar vavna-
den rod. Graden av rodfargning utgor
sedan ett mdtt pd hur levande vavna-
den ar. Starkt rdd farg indikerar en
hdogre vitalitet an svagare rod farg.

TILLAMPNING

Under den géngna hdsten har nlgra
forskare fr&n avdelningen for skogs-
fornyelse haft formlnen att fa best-
ka Institutet for landskapsplantor i
Hornum, Danmark. TTC -metoden ar dar
sedan flera &r tillbaka en standard-
metod vid beddmning av plantors kon-
dition. Det exakta tillvagaglngssat-
tet varierar nfgot mellan olika
undersokningar. Nedan beskrivs den
metodik som anvidnds i Danmark.

Vid provtagningen for rottester
kasseras fdrst nedre delen av roten
genom att torvklumpen skars rakt av,
ca tre cm ovanfor botten. De kvar-
varande rotterna frildggs genom att
torven sk©oljs bort med vatten. ROt-
terna snittas sedan upp i 2-5 mm
ldnga bitar av vilka 200 mg vigs
upp. Mycket viktigt ar att rotprovet
tas p& exakt samma satt for varje
enskild planta. Detta beror p& att
formigan att reducera TTC &ar olika
for finrdtter och grdvre rotter.

Provbitarna 1ldggs darefter i ett
provror och 0.6 % TTC-19sning till-
sdtts. Sjdlva vétskan har en samman-
sdttning som gor att den har ett
lampligt pH, vilket 1ligger pd ca
T+5+ Vid denna nivad dr forutsatt-
ningarna for reduktion av TTC maxi-
malt gynnsamma. Detta accentuerar
eventuella skillnader mellan olika
plantor, vilket medfdr battre mdj-
ligheter att gradera skadans svarig-
het.

Provet stdlls sedan i exsickator
under 90 min f6r infiltrering, d v s
TTC skall kunna trénga in i celler-
na. Sedan sker en inkubering, vid
vilken reduktionen &ger rum, i var-
mesklp vid +30°C under 24 timmar.
Efter avslutad inkubering silas
vdatskan i provroret bort och rdret
sk0ljs med destillerat vatten. Rot-
bitarna lidggs tillbaka i rdoret och 7
ml 96 % alkohol fylls ph. Kokning i
vattenbad vid ca +85°C under 15 min
vidtar, varefter provet kyls ned och
alkohol fylls p& wupp till 15 ml-
strecket i provrdoret. Vid kokningen
sker en extraktion av formazan frén
roten ut i den omgivande alkoholen.



Fdargen pi 10sningen blir d&, beroen-
de p& rotternas vitalitet vid prov-
tagningstillfdllet, mer eller mindre
starkt rodfargad. For enklare &dnda-
m&l kan en okuldr bedOmning vara
tillrdcklig. Mer nyanserade beddm-
ningar kraver emellertid att fArgen
hos provet kan bestdmmas mer exakt.
Detta sker med hjdlp av en spektro-
fotometer. I denna genomlyses provet
med ljus av en bestamd véglangd,
vanligen 520 nm. Ju starkare farg
provet har, desto mer av 1juset
absorberas. Man mater darfor absor-
bansen och denna utgodr ett objektivt
och mycket noggrant métt p& farg-
ningsgraden.

TOLKNING AV RESULTATEN

Vid reduktionen av TTC till formazan
dr ett stort antal faktorer inblan-
dade, vilket gdr det svdrt att be-
skriva exakt vad som hdnder. Bland
annat ar flera olika enzymer verk-
samma. Samtliga enzymer ar nddvandi-
ga komponenter 1 olika fysiologiska
funktioner. TTC-reduktionen synes
darfor kunna vara ett bra mdtt pi en
plantas allméantillsténd. Har livs-
funktionerna upphdrt helt kan ingen
reduktion av TTC ske. I praktiken
reduceras and& mindre méngder av
diverse storkdllor, framfor allt
olika bakterier. Hur stor denna fel-
kdlla ar varierar hdgst avsevart be-
roende p4 hur ldng tid som forflutit

mellan skadetidpunkt och mattill-
fdlle. Om matning sker omedelbart
efter skadan intréaffat, &r denna

felkdlla obetydlig. Den kan daremot
vara betydligt storre om man t ex
forst pd véren testar plantor som
f&tt en kdldskada redan hésten
innan. Langre &dn ndgra dagar efter
det att en skada befaras ha intraf-
fat bor man inte vanta med en even-
tuell test.

Som ovan namnts blir ett prov aldrig
fullstdndigt farglost. I en ameri-
kansk undersokning studerades hur

stor den av olika storkdllor orsaka-
de reduktionen var. Det konstatera-
des att vid en métning omedelbart
efter att plantan dddats (genom ned-
frysning till -50°C) 1&g reduktionen
av TTC p& endast 2 % av nivén f6r
oskadade kontrollplantor. Plantmate-
rialet var murgrdna. 1 samma under-
sO0kning exponerades ocksd ett stort
antal plantor for olika temperatur-
er. Olika grad av rodfdargning er-
hdlls vid TTC-testerna, och det
visade sig att plantor med en farg-
ningsgrad under halften av niv&n for
kontrollplantorna dog i efterfdljan-
de utplanteringsfdrsdk. Samtidigt
overlevde alla plantor vars TTC-
reduktion var hogre &dn hidlften av
kontrollplantornas. I detta enskilda
fall var ©verlevnadsgransen alltsd
mycket entydig. Den kan dock sdker-
ligen variera en hel del berocende pa
framforallt vilken art det gdller.
For véra vanliga tréddslag synes
ndgra motsvarande understkningar
inte finnas.

I Sverige finns erfarenheter av TTC-
metoden framst frén analyser av fro.
Vid dessa analyser studerades bl a
mer i detalj i vilka olika delar av
frovavnaden som reduktion av TTC
till formazan &ger rum. Tolkningen
av resultaten var emellertid ofta
svér. P& frdosidan har dessutom ut-
vecklingen av andra och battre ana-
lysmetoder bidragit till ett mins-
kande intresse for TTC-metoden.

FORSOK VID SLU

Vid avdelningen f9or skogsfdrnyelse
testas for narvarande TTC-metoden
inom det tidigare beskrivna projekt-
et "Plantrotters  koldhardighet".
Hittills fYreligger resultat endast
fr&n négra mindre pilotstudier.
Dessa har mycket samstammigt visat
p& god korrelation mellan fargnings-
grad och den temperatur som plantor-
na utsatts for. En av testerna redo-
visas i figur 1 nedan.
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Fig 1. TTC-reduktion hos mellan-
svensk gran efter frystest av rdtter
vid olika l&ga temperaturer. Refe-
rensplantornas, som utsatts  for
+1°C, virde &r satt till 100 %.

En mycket stark sdnkning av TTC-
reduktionen intraffade i intervallet
-10° till -15°. Samtliga plantrotter
som utsatts for -15° eller kallare
hade en TTC-reducerande formdga som
understeg 50 % av kontrollplantor-
nas. I detta fOrsdk har inte nlgon
Overlevelse efter frystestet kunnat
studeras men det verkar troligt att
Overlevelsegransen ligger nigonstans

mellan 10 och 15 minusgrader. Ut-
tryckt i forméga att reducera TIC
ligger gransen mellan 40 och 70 % av
kontrollplantornas. Detta stdmmer
val overens med den tidigare refere-
rade undersdkningen av murgrona.

Kommande tester avser i forsta hand
att fOrsdka klarldgga huruvida ett
samband foreligger dven mellan TTC-
varde och plantans rottillvaxtkapa-
citet. Om ett shdant samband finns,
vilket forefaller troligt, skulle
TTC-metoden kunna bli ett vardefullt
tillskott i sdkandet efter nya och
battre former fOr bestamning av
plantkvalitet.

SLUTORD

TTC-metoden &dr en metod att pé
kemisk viag bestamma graden av livs-
kraft i en vavnad. Den har provats
vid avd for skogsfdrnyelse i ndgra
pilotfdrsdk och visat lovande resul-
tat.

Trots den positiva bild av metodens
mojligheter vi har idag méste dock
betonas att detta inte dr nagonting
som &r fardigt att borja anvandas
praktiskt. Annu &terstldr mycket av
tester och forsdk innan en slutlig
utviardering kan goras.
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