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ABSTRACT

Cuttings of Lonicera xylosteum L. were treated with willow extract to study the response in
rooting capacity. The extracts were prepared by mixing chopped pieces of Salix x smithiana
Willd. with water in a warring blender. The investigation comprised 2 types of salix extracts
based on differences and dynamics between twigs in winter dormancy and twigs with new
shoots.

To explore the rooting response, three tests were made. First, cuttings were treated with
extract from salix in comparison with a control treated with water. Secondly, a rooting test
was made with cuttings treated with extract from salix, IBA and the combination IBA +
extract from salix. Finally a rooting test were made to assure that the extracts analyzed in the
laboratory were complete and not missing any fraction important to rooting capacity that
might have stayed in a column.

Culturing tests showed that salix extract from winter twigs gave more roots than a control
but the roots were not longer. The combination with IBA and salix extract (50/50, IBA 2500
ppm) gave white, thin, well divided roots while plain IBA solution (5000 ppm) gave short
yellowish roots.

The culturing test also showed that there is a difference between extract from winter twigs
and extract from new shoots.

Chemical analyses on the salix extract were made by HPLC — DAD combined with a
fluorescence detector.

Ester hydrolyses was performed on all samples. Detection was then possible and certain
chemical substances were distinct.

The following substances were found in salix extract: D-Salicin, Catechin, Ellagic acid and
Saligenin. D-Salicin was found only in extract from winter twigs. One of the main substances
in the salix extract revealed by the HPLC — DAD analysis could not be identified.

Further experimentation would be interesting. Primarily, the combination IBA and salix
extract should be tested on cuttings from plants normally difficult to root such as birch, beech
walnut etc.

Substances in salix extract which could be interesting are salicin, saligenin and their
metabolites.

Increased knowledge in this area could be very important and useful in future horticulture.



SAMMANFATTNING

Sticklingar av Lonicera xylosteum L. behandlades med extrakt av pil for att studera effekten
pa rotningsformagan. Extraktet framstalldes av klippta bitar av Salix x smithiana Willd.
mixade med vatten. Undersokningen omfattade 2 typer av salixextrakt baserade pa skillnad
och dynamik mellan kvist i vinter vila och kvist med nya skott.

For att utvardera rotningsresponsen gjordes tre jamforande rotningsforsok med sticklingar
behandlade med salixextrakt. Forsoket utvarderades mot en kontroll med sticklingar
behandlade med vatten. Kompletterande rotningsforsok gjordes med sticklingar behandlade
med salixextrakt, IBA och med kombinationen IBA + salixextrakt. Ett slutgiltigt
odlingsforsok gjordes for att sakerstalla att kemiska analyser gjordes pa ett extrakt med full
verkan och att ingen viktig bestandsdel som paverkar rotningen fastnat i ndgon kolonn.

Odlingsforsok visar att salixextrakt fran vinterkvist ger fler rétter men att rotterna inte ar
langre. Kombinationen med IBA och salixvatten (50/50, IBA 2500 ppm) ger vita, tunna,
vélforgrenade rotter medan ren IBA-16sning (5000 ppm) ger korta gulaktiga rotter.

Odlingsforsoken visar ocksa att det finns en skillnad mellan extrakt fran vinterkvist och
extrakt fran nya skott.

Kemiska analyser av salixextraktet gjordes i HPLC — DAD kombinerad med fluorescence
detektor.

Esterhydrolys utfordes pa alla prov. Detektion var darefter mojlig och vissa kemiska &mnen
kunde sékerstéllas.

Amnen i salixextrakt som patraffades var D-Salicin, Catechin, Ellagsyra och Saligenin.
D-Salicin hittades endast i extrakt fran vinterkvist. Ett av amnena i salixextrakten med tydligt
utslag i HPLC — DAD analysen kunde inte identifieras.

Att utveckla forsoket skulle vara intressant. Framst skulle kombinationen IBA och
salixextrakt provas pa sticklingar som vanligtvis ar svara att rota som bjork, bok, valnot etc.

Amnen i salixextraktet som kan visa sig intressanta i sammanhanget kan antas vara salicin,
saligenin och metaboliter fran dessa.

Okad kunskap kring dessa frgor kan visa sig vara viktiga och anvandbara i framtida
hortikultur.



1. INLEDNING

| detta arbete behandlas hur salixvatten, extraherat fran Salix x smithiana, paverkar
rotningsférmagan i vedartade och ortartade sticklingar av Lonicera xylosteum L. Salixvattnet
som undersokts har varit av 2 olika typer, berett av vinterkvistar och av nya skott. Kemisk
analys av salixvatten har utforts for att identifiera @mnen som kan ha en aktiv funktion i
rotningsprocessen.

1.1. Syfte salixvatten

Syftet med examensarbetet var att undersdka om salixvatten har ndgon rotningsstimulerande
effekt. Aktiva &mnen i véxtextraktet har eftersokts.

2. BAKGRUND

2.1. Salix som kulturvaxt

Ordet salix ar beslaktat med ordet for salt, pa latin- sal och pa grekiska- hals, ordroten ar sal
som betyder solkig, smutsig gra, germanska salwa- smutsgra/morkfargad. Natursalt ar inte vitt
som salt ses i handeln (Corneliuson, 1997). I aldre tid ansags namnet salix komma av salire,
springa fram — med avseende pa de hithorande arternas snabba tillvaxt (Henriksson, 1911).
Sedan forhistorisk tid har pilkvistar anvants till allt fran crickettra, stangsel och de finaste
korgverk. Batar tillverkade av pilverk som téckts av skinn var vardefulla i méansklighetens
tidiga historia, da de latt kunde béras av en person mellan vattenlederna (Bean, 1980). Barken
fran videbusken var fore 1900 enda kallan till det salicylsyresalt som ingar i smartstillande
aspirintabletter (Corneliuson, 1997).

Som trolldomsvéxt &r salix kdnd sedan gammalt, en gammal bok skildras videts roll i
folktron:

Videna (Salix Tourn.), av det tyska Weide, som syftar pa grenarnas béjlighet, tillhéra de
vaxter, som fordom voro pa en gang avskydda och eftersokta. Det senare i foljd av deras
forméga att skydda for sjukdomar och trolleri. Fran feber troddes man kunna befria sig genom
att i ett i en videstam for andamalet borrat hal under nagra trollformler driva in sjukdomen och
sedan val igenplugga halet. Om ett nyfott barn befanns hava nagot kroppslyte, gick man till vaga
pd samma satt, som angivits vid rénnen i fraga om barnsjukdomar. S& snart klykan pa
videstammen vaxt igen, skulle lytet vara forsvunnet, for sa vitt man hade gatt riktigt till vaga.
For det forsta bad, som tillagades at ett barn, skulle vattnet vara kokat pd videbark, pa det att
barnet skulle for framtiden vara befriat fran trolldom.

Om en kvinna 6nskade l&ra sig trolla, stdimde hon en natt mote med en héxa vid en videbuske.
Dér forestavade héxan for sin blivande »ambetssyster» en trollformel, som bdrjade med orden:
»Har sitter jag under videt och avsvarjer gud och alla helgon», varpa den blivande haxan skrev
sitt namn med blod i en bok och var sa fardig.

Henriksson, Vaxterna i de gamlas férestallningar, seder och bruk (1911)

Till storsta delen representeras salixsléktet av snabbvéxande relativt kortlivade tréd, det ar
denna genotyp som vanligtvis forekommer i odling och da som energiskog. Salixens
rotslaende vaxtsatt gor dem vardefulla som erosionsskydd (Burnie et al. 1999).

Salix x smithiana Willd. som anvands i forsoket &r en representant av slaktet som ofta nyttjas
som energiskog. Salix x smithiana (S. caprea L. x S. viminialis L.) blev funnen forsta gangen
1829 (Kriissman, 1986).



Slaktet innehaller &ven manga extremer, knackepilen Salix fragilis L. som latt tappar sina
grenar, kinesisk jattepil S. magnifica Hemsl. med mycket stora blad och alpiner som

S. serpyllifolia Scop. med valdigt sma blad, S. alba L. och S. nigra Marsh. som anvands som
timmer och krypande varianter som S. herbacea L. Slaktet ar val utbrett pd norra halvklotet.

P& sodra halvklotet i de tropiska och subtropiska omradena forekommer en sektion benamnd
Humboldtianae (Bean, 1980).

Salix &r en dioik lignos (Burnie et al. 1999). En intressant aspekt ar att salix till storsta delen
ar insektspollinerad, manga sorter ar darmed vardefulla som bivaxter, frona mognar snabbt
och gror latt (Bean, 1980). De flesta salixsorter sticklingsforékas latt med fa undantag (Bean,
1980).

Inbaddade i innerbarken kan latenta rotprimordier i salix vara sovande i flera ar. Dessa kan
ses om barken tas av som knolar pa veden, motsvarande knélarna pa veden finns inbuktningar
pa barken. Latenta rétter finns i stor mangd hos lattrotade véxtslag, positionen dar dessa
latenta rotter utvecklar sig &r densamma som for nybildade adventivrotter (Hartmann et al.
2002).

2.2. Utvinnande av aktiva amnen ur salix

Aldre litteratur beskriver forsok dar salix har haft en god effekt pa rotbildning. Metoderna for
att utvinna dessa rotningsbeframjande egenskaper varierar. Ett par metoder beskrivs av Grace
(1944) metod 1 var 50 salixsticklingar, 5 cm langa som stalldes i vatten tills rotter
utvecklades, vattnet filtrerades och var sedan fardigt for anvandning.

Den andra metoden som beskrivs var sand som fatt egenskaper dverforda fran salix genom att
15 salixsticklingar rotats i vit kvartssand i en kruka dérefter har sticklingarna tagits bort och
sanden var anvandningsklar.

Kawase (1969) beskriver en tredje metod dar 30 frystorkade salixkvistar centrifugerades med
10 ml destillerat vatten.

Preparat kan vidare beredas enligt Gesto et al.(1977), 500 g salix som klipptes i bitar och
centrifugerades med 1000 ml destillerat vatten, salixmixen skakades dérefter 24 timmar i 4°C.

Ytterligare en metod for beredning av salixvatten har provats av Diagneault & Chong (1985,
a), frystorkad pulveriserad salix blandades i destillerat vatten. Olika koncentrationer
analyserades och i den mest méattade formen har 75 mg frystorkad pulveriserad salix anvénts
per ml destillerat vatten.

Birgitta Nordstrom, (pers. kom.), har under flera ar i sin undervisning testat olika amnen och
behandlingar som kan ha rotningstimulerande effekt, déribland salixvatten. Prunus
laurocerasus ar det vaxtslag som foretradesvis har testats men aven Taxus, Thuja och
Chamaecyparis. Behandling med salixvatten har gett varierande, men positiv effekt.

Diagneault & Chong (1985, b) anser efter forsok att salixvatten definitivt kan anvandas som
rotningsstimulerande &mne for vissa véxtarter.



2.3. Tidigare analyser

Analyser av frystorkad respektive farsk bladvavnad fran S. purpurea L. har gjorts av
Julkunen-Tiitto och Sorsa (2001), extraktioner har skett i metanol, aceton och butanol syra.
Metanolextraktion anvéandes for analys av flavanoider och salicylater, for 16sliga
kondenserade tanniner gjordes extraktioner i aceton. Undersokningen gjordes med avsikt att
studera effekten av frystorkning pa t.ex. flavanoider. Analyserna gjordes med hjalp av HPLC-
DAD for kvantifiering och med HPLC- MS for identifiering av komponenterna. Amnen som
identifierades var bl.a. salicin och catechin.

Kawase (1969) har anvant papperskromatografi for undersékning av @mnen i salix.

2.4. Rotningsprocessen

Auxinimpulsen i rotningsinduktionen &r viktig men &nnu viktigare ar att nedbrytningen av
hormonet langre fram i processen fungerar. Svarrotade vaxtslag saknar dessa nedbrytare i
olika hog grad beroende pa (o)férmagan att bilda adventivrotter. Co-faktorer i
rotningsprocessen ar ofta fenoler med nedbrytande egenskaper, exempel pa &mnen ar IAA-
oxidase, ortodifenoler och borat (borsyra).

Phase 1 Phase 2 J' Phase 3 Phase 4
Induction Early Initiation Late Initiation Growth and
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Fig.1: Beskriver hur fenoler, IAA, oxidase/ peroxidase, borat och véxthormoner
i de 4 faserna samverkar for adventivrotutveckling (fran: Jackson 1986)

Boratkomplex med o-difenoler stimulerar en stérre IAA-oxidase aktivitet som reducerar IAA
nivan till optimal for rotbildning (Hartmann et al. 2002).

En annan forklaring varfor vissa sticklingar ar svara att rota &r narvaron av inhibitorer som
blockerar rotinitiationen. Undersokningar har visat att denna/dessa inhibitor/inhibitorer &r
vattenldsliga (Hess 2000).



Ar 1935 upptécks hur auxin - stimulerar adventivrotbildning pa sticklingar, stimulerar
stamtillvéxt, inhiberar laterala knoppar, paverkar blad- och fruktfall och aktiverar
kambieceller. Auxin kan ocksa inducera genaktivitet. Genom upprepade forsok har det visat
sig att auxin kravs for att rotbildning skall ske, antingen naturligt endogent i véaxten eller
applicerat (Hartmann et al. 2002). IAA — Indole-3-aceticacid (Indol-3-&ttiksyra) ar det
naturligt forekommande &mnet i vaxter som har en tydlig auxinkaraktar. Finns dven syntetiskt
framstallt. IBA — Indole-3-butyricacid (Indol-3-smérsyra) ett syntetiskt &mne som ar mer
effektivt an IAA, bade den naturliga och syntetiska formen, for rotbildning.

IBA anvands vanligtvis saval vid vavnadsforokning som vid sticklingsforokning (Hartmann et
al. 2002).

Andra viktiga faktorer som paverkar adventivrotbildning ar tidpunkten pa aret for insamling
av sticklingsmaterial, genus hos vaxtmaterialet, tillganglig naring, bevattning och jordvolym
(Houle & Babeux 1997).

2.5. Lonicera xylosteum L.

Sticklingsmaterialet i odlingsforsoken var av Lonicera xylosteum L., fran familjen
Caprifoliaceae (Worldagroforestry, Internet 2005). Sorten valdes da rotningsprocenten
vanligtvis ar ca 70 % och inte 100 % for att behandlingarna skulle vara utslagsgivande
(Nordstrom, pers. kom.).

3. MATERIAL OCH METOD

3.1. Extraktion fran vinterkvist for rotningsforsok och kemisk analys

Forsoken inleddes med att Salix x smithiana klipptes fran befintlig hack i Alnarps
tradgardlaboratorium. Kvistar klipptes i januari av typ och kvalitet enligt géangse praxis
(Nordstrom, pers. kom.). Kvistarna klipptes till mindre bitar och mixades tillsammans med
kranvatten tills en homogen gron groét bildats. Salixmixen forvarades 6ver natten i kyl 4°C.
Viktigt var att forvaringen skedde i morker da manga amnen i vaxtextrakt ar ljuskansliga.

Samma dag stélldes 33 spon av S.x smithiana i en plastspann med vatten for drivning i
vaxthus 16°C. Dessa anvandes senare nar nya skott bildats, for att bereda salixvatten gjort av
Ortartad salix.

3.1.1. Odlingsforsok

3.2. Delforsok 1, vintersticklingar

Lonicera xylosteum plantor koptes in fran Bjorkhaga plantskola, vaxtmaterialet kommer fran
samma klon. Fran plantorna klipptes 60 vintersticklingar. Langden pa sticklingarna var 20-25
cm. 2 olika behandlingar gjordes med 30 sticklingar i varje led.

e Kontroll (ingen behandling).
e Salixvatten fran vinterkvist.

Quick-dip metoden anvandes, dar ca 2 cm av sticklingarnas basalandar doppades ett par
sekunder i rotningsmedium (Kroin, 1992). Sand uppblandat med torv anvandes som substrat.
Sticklingarna sattes i plastbréatten och placerades i dimkammare i vaxthus 20°C.



10 veckor senare avléastes sticklingarna. Da raknades doda/levande sticklingar, antal rétter pa
varje enskild stickling, de 3 langsta rotterna mattes i cm.

3.3. Extraktion fran nya skott for rotningsforsok och kemisk analys

Efter 45 dagar skordades nya skott fran de drivna spona av S. x smithiana som statt pa
drivning for tillverkning av salixvatten, gjord av nya och gréna skott. De nya skotten som
anvandes drogs av fran de ursprungliga spona. Bladen pa de nya skotten drogs av och endast
de bladldsa skotten anvandes till salixgroten. De bladldsa skotten mixades tillsammans med
kranvatten till en gron grot. Salixgroten forvarades dver natten i morker i kyl 4°C.

3.4. Delforsok 2, ortartade sticklingar

Vid forsoksstarten den 8 februari 2005 krukades moderplantor av Lonicera xylosteum in.
Krukorna placerades i vaxthus 20°C.

Fran de inkrukade moderplantorna L. xylosteum som hunnit vaxa till, togs Grtartade
sticklingar. Alla klipptes lika, med 3 bladpar. De 2 éversta paren fick behdlla sina blad medan
det understa bladparet plockades bort. 4 olika behandlingar gjordes med 20 sticklingar i varje
led.

Kontroll.

IBA 0,5 %, (5000 ppm)

Salixvatten fran nya skott.

En I6sning med halften IBA 0,5 % (2500 ppm) och hélften med salixvatten fran nya
skott.

Quick-dip metoden anvandes i de fall dar rotningsmedium brukades. Substratet som anvandes
var lite torv i botten i plastbrattena och darefter fylldes sand pa. Sticklingarna placerades i
dimkammare i véaxthus 20°C.

4 veckor senare avlastes sticklingarna. Da raknades doda/levande sticklingar, antal rotter pa
varje enskild stickling, de 3 langsta rotterna méttes i cm.

3.5. Delforsok 3, drtartade sticklingar

Fran de rotade vintersticklingarna av L. xylosteum i delforsok 1, togs Ortartade sticklingar.
Alla Kklipptes lika, precis som i delforsok 2, med 3 bladpar. De 2 §versta bladparen fick vara
kvar medan det understa plockades bort. 10 olika behandlingar gjordes med 9 sticklingar i
varje led.
e Kontroll.
Raextrakt fran salixvatten av vinterkvist.
Raextrakt fran salixvatten av nya skott.
IBA 0,5 %.
Eluat fran ENV+ kolonn fran salixvatten av vinterkvist. (ENV+ kolonn ar ett namn pa
kolonntyp, ingen kand forkortning)
Eluat fran ENV+ kolonn fran salixvatten av nya skott.
Amnen som inte bundits in av ENV+ kolonn fran salixvatten av vinterkvist.
Amnen som inte bundits in av ENV+ kolonn fran salixvatten av nya skott.
Losning med halften IBA 0,5 % och halften salixvatten av vinterkvist.
Losning med halften IBA 0,5 % och halften salixvatten av nya skott.
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Quick-dip metoden anvandes i de fall dar rotningsmedium brukades. Substratet var, liksom i
delforsok 3, lite torv i botten i plastbrattena och darefter fylldes sand pa. Sticklingarna
placerades i dimkammare i vaxthus 20°C.

3.6. Beredning, salixvatten av vinterkvist

Efter att salixmixen hade statt och dragit ver natten portionerades den upp infor kommande
analys och anvandning. 10 st. 50 ml ror fylldes till 2/3 med salixgrot av vinterkvist. Réren
centrifugerades i 10 min. i 4°C och 10 000 varv. Vétskan sparades och centrifugerades
darefter annu en gang i 10 min. 4°C och 10 000 varv. Salixvattnet rackte till 29 rér med 2 ml i
varje, dessa frystes in i -80°C. Resterande salixgrot som inte centrifugerats frystes ocksa in.

3.6.1. Metodbeskrivning for detektion av amnen i salixvatten

3.7. HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Analys av salixvatten gjordes med hjalp av Reversed Phase kromatografi.

HPLC system autosampler 465, pump 422 och diode array detector 440 fran Kontron
instruments.

Fluorescence HPLC monitor RF-535 fran Shimadzu (se bilaga 1, Beskrivning av hur HPLC
fungerar).

Injektionsvolym 20 pl.

Elueringsmedel (mobilfas) 15 mM NH4H,PO,4 27 % CH3CN stalld till pH 4,2 med 1 M
H3PO,4

Kolonn Gemini 5u C1g 110A storlek 250* 4,6 med forfilter safeguard fran Phenomenex.

3.7.1. Typer av SPE (solid phase extraction)-kolonner som anvants

3.8. Polymerkolonn ENV+, ISOLUTE®

ENV+ kolonnen ekvilibrerades med 2*6 ml MeOH och skoéljdes ur med 4*6 ml Millipore
Ultra Pure vatten. Harefter var kolonnen fardig att anvandas och salixextrakt pafordes.

Beroende pa vilken uppkoncentrering av extraktet som kravs elueras kolonnen med MeOH.
Om ingen koncentrering av extraktet krévs ar elueringsméngden av MeOH lika med
extraktmangden.

Extraktet som anvéandes i forsoket var uppkoncentrerat pa ENV+ kolonn 5 ganger dvs. 12 ml
extrakt eluerades med 2,4 ml MeOH (se bilaga 2, beskrivning av polymerkolonn). Eluat fran
ENV+ kolonn hydrolyserades med 50 % NaOH-16sning i 30 min respektive 1h. (se bilaga 2,
polymerkolonn).

3.9. Jonbytarkolonn SAX , ISOLUTE®

SAX-kolonn ekvillibrerades med 2*5 ml MeOH och skdljdes ur med 2*5 ml Millipore Ultra
Pure vatten. Prov fran hydrolys med pH kring 7 paférdes, tvattades ur med 2*1 ml Millipore
Ultra Pure vatten och eluerades med 1,5 ml MeOH/ myrsyra, eluatet harifran kordes i HPLC
(se bilaga 2, jonbytarkolonn).
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3.10. Esterhydrolys

Avspjélkning av estrar till syror och alkoholer sker genom att basisk eller sur vattenlésning
tillsattes till estern. Esterhydrolys i basisk I6sning kallas &ven saponifiering (McMurry, 1998).

Il .|
C . LC.
R R ki

Ester Acid

Fig.2: Schematisk reaktionsvég av esterhydrolys
(McMurry, 1998).

Eluat fran ENV+ kolonn blandades med 50 % NaOH i forhallandena 1:4 (1,2 ml eluat och 4,8
ml 50 % NaOH). Hydrolysen stod under omrérning i 30 min respektive 1h. (se bilaga 3,
metodutveckling och teknik).

3.11. Salixvattnets innehall

For att mojliggora analys i HPLC prévades flera metoder. Raextrakt fran nya skott av salix
och fran vinterkvist behandlades separat, men med identiskt behandling.

Det centrifugerade raextraktet kordes i HPLC men inga tydliga toppar registrerades.
Filtrering genom mikrofilter av raextrakt gav inte heller anvandbara toppar. Att trycka
raextrakt genom ENV+ kolonn provades for att fanga upp eventuella langre kolkedjor dessa
eluerades med MeOH. Eluatet ar en uppkoncentrering av amnet som korts genom kolonnen.
Graden av uppkoncentrering ar beroende pa mangden elueringsmedel i forhallande till
mangden raextrakt.

Angaende salixvattnet kravdes uppkoncentrering beroende pa raextraktets laga innehall av
detekterbara &mnen. Analys av eluat gav ingen anvandbar data.

Ytterligare uppkoncentrering gjordes darefter genom att torka eluatet med kvévgas, den
torkade substansen lostes i MeOH. Olika grader av uppkoncentrering gjordes men ingen gav
tillfredstéllande resultat.

Raextraktet provades genom att tryckas genom anjonbytare SAX kolonn som binder in
fenoliska substanser med syrakaraktar. Myrsyra (MeOH: HCOOH 100:2 ) anvandes som
elueringsamne. Eluat kordes i HPLC, men inte heller uppkoncentreringar fran denna typ av
kolonn gav tydliga toppar.

En slutsats att eventuella syror i salixvatten foreligger i esterform eller &r glukosidbundna
kunde dras. For att mojliggora en syradetektion krévdes att avspjalkning gjordes av eventuella
glykosid respektive esterbindningar. En metod for detta ar hydrolys. Esterhydrolys, bade
basisk (Venema et al. 1996) och sur (Gesto et al. 1977) anvandes.

Venema et al. 1996 foreslar en metod for detektion av acetylsalicylsyra och salicylsyra i frukt
och grént genom hydrolys med 25 % NaOH lésning, delar av detta exempel anvéandes. 2 ml
salixvatten av respektive typ esterhydrolyseras i separata forsoksled. Till de 2 ml salixvatten
tillsattes 8 ml 25 % NaOH, hydrolysen stod under omrérning i 1 timme, dérefter togs ett
forsta prov som trycktes genom SAX kolonn och darefter kordes eluatet pa HPLC.
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Resterande hydrolysvatska tillats reagera 6ver natten i skak (100 skak/min) 4°C. Nytt prov
togs fran hydrolysen, trycktes genom SAX kolonn och analyserades. Proven fran 25 % NaOH
hydrolys visade inte anvédndbara méatvérde.

Nya esterhydrolyser prévades med 2 olika baskoncentrationer, 5 % NaOH och 50 % NaOH i
MeOH-vattenlosning (50:50 MeOH: H,0). Raextrakt fran nya skott av salix och fran
vinterkvist behandlades fortfarande separat, men med identisk bearbetning. 12 ml av
salixvattnet trycktes genom en ENV+ kolonn och eluerades med 2,4 ml MeOH (harigenom
koncentrerades salixvattnet 5 ganger). Eluatmangden delades darefter, 1,2 ml eluat blandades
med 4,8 ml 5 % NaOH-16sning och 1,2 ml eluat blandades med 4,8 ml 50 % NaOH-16sning.
Respektive hydrolyser bestaende av salixvatten och NaOH hade totalméangden 6 ml.

Hydrolysen avbrots vid bestdmda tidpunkter dvs. efter 30 min, 1 h och 1,5 h. Prov (1,5 ml)
som togs vid de bestdamda tidsintervallerna, pH-stalldes till ca 7 och trycktes genom SAX
kolonn som eluerades med 1,5 ml MeOH: HCOOH 100:2. Proven visade tydligast
kromatogram i HPLC vid 30 min hydrolys i 50 % NaOH-16sning, med avtagande toppar vid
langre hydrolystider. En uppkoncentrering (5 ganger) av proven gjordes genom indunstning,
detta forstarkte topparna ytterligare. Utifran denna hydrolysomgang (30 min, 50 % NaOH
16sning) hamtades analysvérden for den slutgiltiga utvarderingen av respektive salixvatten.

Saligeninkoncentration som funktion av hydrolystiden
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Fig.3: Koncentration av Saligenin i salixextrakt som funktion av hydrolystid

Ny hydrolys enligt ovan beskriven metod gjordes med 25 % NaOH l6sning i 50:50, MeOH:
H,0 lésning. Prov togs vid 30 min, 1h och 1,5 h men inga tillfredstallande resultat
registrerades.

Sur hydrolys (Gesto et al. 1977) gjordes, 4 ml salixvatten av respektive typ trycktes genom
ENV+ kolonn, eluerades med 0,8 ml MeOH. Till eluatet tillsattes 3,2 ml vatten, pH stalldes
till 2,5. Prov togs fran l6sningen efter 2 h och efter 20 h. Proven pH stalldes till 7, trycktes
genom SAX kolonn och testades, tydliga toppar kunde registreras pa kromatogram efter
uppkoncentrering av eluat.
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3.12. Identifiering av @mnen i salixvatten

Amnesforslag fran litteratur foljdes upp med analys i HPLC for att ta reda pa amnenas
vaglangdsmaximum i absorbans och fluorescens. Amnets polaritet bestammer tiden det tar
for substansen att passera kolonnen, Rt, retentionstiden.

Tillsammans med spektraldata ger Rt en ganska god uppfattning av vilket amne det ror sig
om. Dé&rutover ger fluorescensdetektorn speciell karaktarsinformation.

Héarav kan &mnen identifieras med stor sannolikhet, standarddmnens karaktaristik jamfors
med salixvattnets &mnesformulering.

3.13. Amnen som anvandes som referenser

Alla kemikalier levererade fran Sigma-aldrich.
Acetylsalicylsyra

Salicylsyra

D-salicin

Bensoesyra

Saligenin

Tryptofan

IAA

Catechin

Rutinhydrat 95 %

(-)- Epicatechin
2,5-Dihydroxybensoesyra 98 %
Klorogensyra

Ferulasyra

p-Kumarinsyra

Kaffesyra

Protocatechinsyra

Quercetin dihydrat
4-Hydroxybensoesyra

3.14. Statistisk metod
Statistisk metod som anvéndes var ANOVA, Tukey’s test. Diagram &r utférda i Origin.

Da behandlingen inte kan anses inverka pa éverlevnadsgraden har doda sticklingar
bortraknats.
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4. RESULTAT

4.1. Delforsok 1, vintersticklingar

Delfors6k 1: Vintersticklingar av Lonicera xylosteum
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Fig.4: Antal rétter (a) och rotlangd (b) hos sticklingar av Lonicera xylosteum doppade i
salixvatten fran vinterkvist. Sticklingarna behandlades enligt ”Quick-dip” metoden
(doppade nagra sekunder). Sticklingarna odlades i dimkammare vid 20°C i 10 veckor.
Resultaten ar analyserade med ANOVA, Tukeys HSD test anvandes for separation av
behandling p& 5 % nivan. Felstaplar representerar standardfel av medelvarde. Olika
bokstaver representerar signifikant skillnad.

4.2. lakttagna skillnader i rotkaraktarerna

Rotterna hos de behandlade sticklingarna ar jamnt fordelade pa sticklingsdel under jord
medan kontrollens rotter var arrangerade etagevis. Salixvattnet gav fler rotter medan
rotlangden inte paverkades, bild se bilaga 4.
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4.3. Delforsok 2, ortartade sticklingar

Delférsok 2: Ortartade sticklingar av Lonicera xylosteum
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Fig.5: Antal rétter (a) och rotlangd (b) hos sticklingar av Lonicera xylosteum doppade i IBA (5000
ppm), salixvatten fran nya skott och kombinationen IBA (2500 ppm) och salixvatten fran nya
skott. Sticklingarna behandlades enligt ”Quick-dip” metoden (doppade nagra sekunder).
Sticklingarna odlades i dimkammare vid 20°C i 4 veckor. Resultaten ar analyserade med ANOVA,
Tukeys HSD test anvéandes for separation av behandling pa 5 % nivan. Felstaplar representerar
standardfel av medelvarde. Olika bokstaver representerar signifikant skillnad.

Vad som kan ndmnas i samband med detta diagram (fig.5) var att de olika rotkvalitéerna
skiljde sig at beroende pa behandling. Med kontrollen som normal gav IBA behandlingen
grova och forhallandevis korta gula rétter medan salixvatten gav mycket kallusbildning och
tunna vita rotter, om rotter alls bildats. | kallusbildningen kunde rotdifferentiering anas. Med
langre rotningstid skulle troligtvis fler rotter ha utvecklats.

Kombinationen salixvatten och IBA gav vita, tunna och valférgrenade rotter. Ett stort antal
grona skott fran ytan for rotbildningen kunde iakttas fran ledet som behandlats med
kombinationen, bild se bilaga 5.
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4.4. Delforsok 3, ortartade sticklingar

Delforsok 3: Ortartade sticklingar av Lonicera xylosteum
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Fig.6: Antal rotter (a) och rotlangd (b) pa sticklingar av Lonicera xylosteum

Sticklingarna behandlades enligt ”Quick-dip” metoden (doppade nagra sekunder).

Forsta leden doppades i salixvatten fran vinterkvist och salixvatten fran nya skott. Behandling med
eluat fran ENV+ kolonn gjordes (ursprunget till eluatet var fran bada typerna av salixvatten).
Behandling gjordes ocksa i det salixvatten (bada typerna) som passerat ENV+ kolonn (gj fangats
upp). Respektive typer av salixvatten i kombination med IBA (2500 ppm) prévades. Enbart IBA
(5000 ppm) och som normal en kontroll

Sticklingarna odlades i dimkammare vid 20°C i 4 veckor. Resultaten &r analyserade med
ANOVA, Tukeys HSD test anvandes for separation av behandling pa 5 % nivan. Felstaplar
representerar standardfel av medelvarde. Olika bokstaver representerar signifikant skillnad.

Diagram, fig.6 ar resultat fran ett forsok for att préva att de laborativt undersokta salixvattnen
inte forlorat nagon viktig bestandsdel i sin rotningsstimulerande effekt i férhallande till
raextraktet.

Eluat fran ENV+ bestod av langre kolkedjor sorterade ur salixvattnet.

Amnen som passerat ENV+ kolonn kan t.ex. vara viktiga sockerarter, fria syror, fenoler etc.
bild se bilaga 6.

17



4.5. |dentifierade amnen i salixvatten

45.1. D-Salicin

Beraknat innehall i salixvatten fran vinterkvist var 0,306 pg /ml. Se bilaga 7 a. D-Salicin
detekterades endast i salixvatten av vinterkvist. Karaktaristiskt for salix ar innehallet av
fenoliska glukosider sasom salicin (Julkunen-Tiitto & Meier, 1991). Den vanligaste typen av
salicylat funnen i pil &r salicin (Ruuhola & Julkunen-Tiitto, 2003). Retentionstid for D-Salicin
ar: 8.6 min i kromatogrammet éver basisk hydrolys av vinterkvist i 30 min. med 50 % NaOH-
16sning.

RGO

4.5.2. Catechin

Beraknat innehall i salixvatten fran vinterkvist var 0,411 pg /ml och i salixvatten fran nya
skott var innehallet 2,262 g /ml. Se bilaga 7 b. Catechin &r ett tanninderivat vanligt
forekommande i druvor, bar, ormbunkar och gront te. Catechin har visat sig vara intressant ur
hélsoaspekt (micro.magnet, Internet 2005). Retentionstid fér Catechin ar ca 9.0 min i
kromatogrammen
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4.5.3. Saligenin

Beraknat innehall i salixvatten fran vinterkvist var 0,342 pg /ml och i salixvatten fran nya
skott var innehallet 0,993 pg /ml. Se bilaga 7 c. Nedbrytningsprodukt fran Salicin, tidigare
anvand som beddvningsmedel i samband med mindre kirurgiska ingrepp (Botanical
Dermatology Database BoDD, Internet 2005). Retentionstid for Saligenin i vinterkvist ar
10.64 min i kromatogrammen.

0OH

4.5.4. Ellagsyra

Da standardamnet inte fanns tillgangligt kan ingen kurva upprattas och innehallet i
salixvattnet inte beraknas. Ellagsyra reglerar tillvaxt och fromognad, skyddar véaxten fran
mikrobiella infektioner, insektsangrepp och forgiftning av tungmetaller. Férekommer i bl.a.
hallon, jordgubbar, svarta vinbar och valnotter. Halsoframjande for ménniskan
(micro.magnet, Internet 2005). Retentionstid for Ellagsyra i kromatogrammen &r ca 12.0 min.

45.5. Okant Amne

Ett ok&nt &mne med absorbansmaximum vid 260 nm. kunde registreras, men ej namnges
Retentionstid for det okanda &mnet i vinterkvist ar ca 7.2 min i kromatogrammet.
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4.6. Kromatogram
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Vinterkvistextrakt basisk hydrolys 30 minuter. Fluorescens detektor (kanal 3)
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Extrakt fran gron kvist, basisk hydrolys 30 minuter. Fluorescens detektor (kanal 3)

4.7. BRIX- sockerhalt

Sockerhalten i salixvatten varierar dver arstiderna. | salixvatten berett fran vinterkvist, var
sockerinnehallet 0,8 % och i salixvatten fran nya skott var sockerinnehallet 1,3 %.

4.8. pH-varde

Salixvattnets pH-vérde varierar, vinterkvistens pH var 7,02 och i extrakt av nya skott var pH-
vérdet 6,13.

4.9. Ledningsférmaga

Ledningsformagan i salixvatten fran vinterkvist var 0,798 mS/ cm och i salixvatten fran nya
skott var den 3,78 mS/ cm detta betyder att salthalten &r vasentligt hogre i extrakt fran nya
skott.
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5. DISKUSSION

Det finns manga olika satt for att bereda salixvatten, en metod som resulterade i ett extrakt
med hogre &mneskoncentration skulle vara dnskvart for analysandamal. Ett hogkoncentrerat
extrakt kunde ge ytterligare karaktarsspecifika toppar (fler &mnen) som i en lag koncentration
inte gar att urskilja utan framstar som ett ”brus” i kromatogrammet.

Metoden for beredning av extraktet som brukades i forsoket gav ett godtyckligt
vatteninnehall, effekten av spadningen kan ge efterverkan ocksa vad galler rotningsstimulans.

Kawase anser t.ex. att det for rotningsandamal bésta salixextraktet tillreds av frystorkade,
darefter pulveriserade salixkvistar (Kawase, 1981).

Flera amnen skulle kunna sakerstallas med extraktion i metanol istallet for i vatten, d&
metanol effektivt 16ser &mnen ur vaxtvavnader. For odlingsandamal kan alkohol evaporeras
bort och ersattas med vatten d& den vaxttoxiska effekten inte kan bortses.

Intressant att préva vore om vatten med detergent skulle I6sa amnen effektivare ur salix.

Det har visat sig att amnesinnehallet i salixvatten varierar i forhallande till arstider, t.ex. fanns
D-salicin endast i extraktet av vinterkvist. Det kan antas att extraktets formaga att stimulera
rotbildning ocksa varierar. Harav skulle amnen som ar aktiva i rotningsprocessen urskiljas och
en okad forstaelse for vaxtfysiologiska skeenden uppnas. Drémmen om rhizocalin finns d&nnu
levande bland oss (Kawase, 1969). Detta hypotetiska amne, rhizocalin, anses vara amnet som
behovs for att ackumulerade vaxthormoner i sticklingsbasen skall bilda rotter. Forskare har
foreslagit att rhizocalinet bestar av vitamin B, vitamin H, boron, organiska eller oorganiska
kvaveforeningar eller ndgot annat (Kawase, 1981).

Ytterligare en byggsten i rotningsprocessen som kan vara intressant &r socker (sockerarter)
som ar nodvandigt for rotningsbildningen i hanseende till uppbyggande av protein i forloppet
fran DNA via RNA (Bhattecharya, 2002).

Statistiskt visas att salixvatten fran Ortartade skott inte hade samma rotstimulerande effekt
som salixvatten fran vinterkvist, statistiken pekar till och med pa att det Grtartade salixvattnet
h&mmar rotbildningen, istallet bildar behandlade sticklingar mycket kallus som vanligtvis
bildas av impulser fran cytokinin. Rot och skottbildning regleras av ett forhallande mellan
hormonerna auxin och cytokinin (Evert et al. 1999). Cytokinin har relativt stor andel i
hormonbalansen hos vaxter som har svart att bilda rétter (Hartman et al. 2002). Vanligtvis har
varken lonicera eller salix svart att bilda rotter.

Kawase anser att salix har den optimala hormonbalansen for rotbildning och att salixextrakt
innehaller stora mangder endogena co-faktorer méjliga att fora ver till andra vaxter (Kawase,
1981).

lakttagelser i odlingforsoket visar att salixvatten fran vinterkvist gav ett stort antal
finforgrenade vita rétter medan rotlangden inte skilde sig fran kontrollen. Den opaverkade
rotlangden och det héga antalet rétter som var resultatet av behandling med salixvatten &r en
iakttagelse som bekréftas i artiklar av Kawase (1969) och Grace (1944).
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Fig.7: Salicin Saligenin Salicylsyra

Bekant ar sedan lange att salix innehaller salicylsyra. Detektion som gjordes visade inte nagot
innehall av salicylsyra i nagot av de respektive extrakten. Salicylsyra dr en metabolit av
salicin och saligenin. Halten av saligenin var 3 ganger hogre i salixvatten fran nya skott &n
fran vinterkvist, medan D-salicin inte forekom i extraktet fran nya skott.

Acetylsalicylsyra som kemiskt sett ar véldigt lik salicylsyra har i férsok visat sig
rotningsframjande (Khalafalla & Hattori, 2000).

Catechinhalten i extrakt fran nya skott var 5 ganger hogre an i extrakt fran vinterkvist.

| analyserna av extraktet eftersoktes auxin (IAA) och pa samma satt soktes tryptofan som ar
ett forstadium (en syntesvag) till IAA (Lehninger et al. 2000). Tryptofan &r en aminosyra som
primért anvénds i proteinsyntesen.

Uppgifter fran litteratur anger att auxininnehall i salixvatten endast registrerats fran april till
juni (Gesto et al.1977). Andra, analyser av salix uppger att ingen 1AA patraffats (Vazquez et
al. 1968). Detta bekraftar varfor var analys av vinterkvistextraktet saknar IAA-innehall. IAA
kunde forvantas forekomma i extraktet av nya skott enligt Gesto et al (1977) da plantorna
lurats igang men detta kunde ej registreras.

Vid hydrolysen av salixextraktet maste processen stoppas vid precisa tillfallen da reaktionerna
sker i okand hastighet. Esterhydrolyser ar svara. Ingen I1AA hittades trots upprepade forsok,
avsaknaden kan ha orsakats av allt for 1ang hydrolys som okar risken for oxidativ nedbrytning
av fri IAA (Hoenicke et al. 2001).

Statistiken fran odlingsforsoken pavisar endera att rotinducerande &mne saknas i salixextrakt
fran nya skott eller att ndgot forekommande amne menligt inverkar pa rotningsinduktionen.

Ett odlingsforsok med behandling i olika koncentrationer av salixvatten fran olika arstider
kunde ge intressant information. Fler véxtslag skulle prévas da olika behandlingsresultat kan
forvantas eftersom olika arter har individuella krav.

Intressant vore &ven att testa vaxter som inte kan rotinduceras med hjélp av IBA. Charles
Hess, l&r enligt Macdonald, (2002) t.ex. rotat sticklingar av Betula alleghanensis med en
kombination av extrakt fran salix och IBA.

| delforsok 2 vill vi poangtera att kombinationen IBA (2500 ppm) och extrakt fran nya skott
gav manga, vita, valforgrenade och langa rotter. Forsoksledet uppvisar en planta med friskt
utseende, speciellt avvikande fran andra forsoksled var de nya grona skott som utgick fran
rotbildningsytan.

Kawase (1981) menar att kombinationen (salixextrakt + véaxthormon) ger stora potentialer for

att svarrotade sticklingar som bok, bjork, korshar och valnét etc. genom en enkel quickdip-
behandling skall stimuleras till rotbildning. Ocksa for relativt lattrotade sticklingar kunde en
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behandling med kombinationen underlatta hanteringen i plantskolorna da bortfallet skulle bli
mindre.

| delférsdk 3 gav behandling med IBA gula, korta och kraftiga rotter medan salixvatten gav
vita och tunna rotter. Stor rotyta betyder 6kat upptag av naringsdmnen och vatten. Tunna, fina
rotter ger en stor totalyta och verkar darfor gynnande for vaxten i forhallande till de IBA
behandlade sticklingarnas grovre rotter. Kombinationen IBA+ salixvatten borde ha haft ett
jamforande forsoksled med halften vatten/halften IBA. Tanken pa utspadd IBA stor resultatet.
Den eventuella synergieffekten salixvatten/ IBA kan inte pavisas utan jamforelsen med
kombinationen vatten/IBA.

Fragan ar om Quick-dip ar det basta sattet att Overfora salixvattnets rotningsstimulerande
egenskaper, andra metoder finns beskrivna t.ex. kan sticklingar sta och dra i extrakt under ett
dygn eller t.o.m. flera (Gesto et al. 1977). En jamfdrelse mellan dessa metoder vore intressant
att utvardera.

En battre anpassad HPLC-metod t.ex. ett binért system (med 2 mobilfaser) kunde utarbetas
for att fa en battre separation och upplésning av substanser i bérjan av kromatogrammet.
Mobilfasen kan stéllas till hogre pH, narmare neutralt, da indoler sasom IAA borde kunna ge
béttre signal.

For att patraffa fler substanser maste dven andra vaglangder prévas.

Otvetydigt ar att rotbildningen paverkas av salixvatten, mer ingaende undersékningar kunde
resultera i en metod dar svarrotade sticklingar utan IBA respons kunde formas bilda rotter
efter behandling med salixextrakt.

Avslutningsvis kan sagas att modern litteratur verkar enig om att rotningsprocessen bestams
av samverkan mellan olika &mnen, och att det ar svart att hitta det enskilt aktiva amnet
(rhizocalin), troligtvis &r det flera &mnen eller &mneskomplex, socker, starkelse, syre och
enzymer som inverkar och att dessa varierar art for art.
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BiLAGA 1

Beskrivning av hur HPLC och detektorer fungerar

HPLC kromatografering utnyttjar att &mnena i ett extrakt har olika férdelningsjamvikt mellan
en fast stationar fas och en mobil vatskefas. En HPLC utrustning bestar av en pump, injektor,
kolonn och detektor. Aven flaskor med elueringsmedel (mobilfas) och en styrenhet som forser
pumpen med ratt mobilfasblandning anvands. Den mobila fasen pumpas till injektorn,
provldsningen injiceras, vidare trycks provet (framfér mobilfasen) in i kolonnen dér
provkomponeterna separeras och vidare till detektorn dar komponenterna detekteras. Fran
detektorn gar signalen till en dator med integrator.

Det gar att anvanda HPLC utrustning bade for analytiska och preparativa andamal. Isokratisk
eluering heter det om en och samma mobilfas anvands under hela kromatograferingen och om
flera mobilfaser blandas (vanligtvis 2) och sammanséttningen kontinuerligt &ndras heter det
gradienteluering.

Kolonnen pd HPLC utgdrs oftast av ett rostfritt stalrér som &r fyllt med en stationar fas av
finkorniga sfériska partiklar (4-10 um diametern), dessa har mycket stor yta i férhallandet till
sin massa (200-300 m?g™Y). Ju mindre partiklar som finns, desto battre separation f&s vid
kromatografering. Dock kan inte partiklarna goras for sma eftersom flodesmotstandet da blir
for stort. HPLC kallas &ven for hogtrycks-vatskekromatografi.

Detektorer

For UV-absorberande substanser vid detektering anvands photodetector. Absorbtionen mats
kontinuerligt nér den mobila fasen passerar en kvartscell. En speciell slags UV-detektor,
Diode Array-detektorn (DAD) registrerar absorbansen inom ett sérskilt vaglangdomrade. En
dator lagrar matresultaten under analysen. Det gar sedan att studera kromatograferingen vid
olika vaglangder och tillgang till ett UV-spektrum for de analyserade substanserna erhalls
dessutom.

RI-detektorer méater andringen i brytningsindex hos den mobila fasen. Dessa anvénds for
analys av substanser som inte &r UV-absorberande (Norberg, 2002).

Fluorescens detektor

Vissa &mnen, ofta i biologiska system, har en fluorescerande verkan néar atomer eller
molekyler exciterar fran ett tillstand till ett annat. Fluorescensen uppstar nér en exiterad
elektron faller tillbaka i sin ursprungliga orbital, en for &amnet karaktaristisk emissionssignal
bildas da som nyttjas for matning. Excitation kan ske nar amnet utsatts for hdg energi eller
intensivt ljus. | en fluorescensmatare anvénds ljus for att stimulera excitation. | detta fall
anvéandes bagljuslampa med xenon vilken ger ett spektrum med vid och lag intensitet.

Matningen av fluorescensen sker genom att mata emissionsvaglangder som samlas upp av en
fotocell dar signaler kan matas med minimal inverkan och storning fran excitationsimpulsen.

Fluorescencedetektorer anvands for att detektera metaller, organiska amne och andra &mnen i
biologiska system (Waters 474 Scanning Fluorescence Detector, 1996).
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BILAGA 2
Solid Phase Extraktions (SPE) kolonner

Polymerkolonn
For molekyler som har hydrofob karaktar eller dar delar av molekylen &r hydrofoba dvs.
kolkedjor kan ENV+ kolonn anvéndas.

Jonbytarkolonn

SAX kolonn (Strong Anion X-changer) anvands for analys av laddade substanser. Laddade
grupper pa ytan av den stationara fasen kan binda in substanser i den mobila fasen som har
motsatt laddning. Kolonner med negativt laddade partiklar kallas katjonbytare och de med
positivt laddade kallas anjonbytare. Genom att 6ka saltkoncentrationen eller &ndra pH i den
mobila fasen kan de bundna substanserna frigoras fran kolonnen och elueras ut (Norberg,
2002).
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BILAGA 3

Metodutveckling och teknik

Utveckling av metod och programvara for detektion av amnen skedde parallellt med ett
uppbyggande av en samling 6ver tankbara referensdmnen. De standarder som forvantades
finnas i salixvatten kordes genom HPLC for att erhalla spektraldata och retentionstider for
respektive &mne. Standardamnena lostes i 1/5 metanol och resten Millipore Ultra Pure vatten.
HPLC é&r en vanlig metod vid analys av vaxtvavnader (Chamarro et al. 2001), (Luo et al.
1998), (Julkunen-Tiitto & Sorsa 2001).

Urvalet av standarder gjordes enligt aldre litteratur dar en del av referensdmnena tidigare
patraffats i salixvatten, med hjalp av HPLC och andra detektions metoder.

Olika programfiler och mobilfasvatskor provades for att na den basta och tydligaste
amnesbeskrivning i form av vaglangder.

Slutligen visade det sig att en programfil bendmnd mp5 (isokratisk korning) var det basta
alternativet med 2 olika vaglangder 219 och 279 nm, fluorescencemétning och med
flodesgradient.

De 3 olika mobilfasvétskor som prévades var 1 % myrsyra, fosforsyra, ammoniumfosfat 15
mM + metanol I6sning med pH 3,8, vilka inte gav tillfredstallande resultat. En mobilfas med
inblandning av acetonitril gav god separation och tydlig karaktaristik pa topparna (Budi et al.
2001). Den vétska som befanns vara bast var en svagt buffrande I6sning med
ammoniumfosfat 15 mM, acetonitril och Millipore vatten.

Undersokning av olika pH pa mobilfasvatskan prévades, pH 3,0 pH 3,8 pH 4,2 och pH 4,5.
Vérdet pa pH 4,2 befanns ge tydligast resultat, detta kan bero pa att pKa-vardet for syrorna
som analyserats ligger nara detta omrade.

ENV+ kolonn anvandes for att fanga upp langre kolkedjor och anjonbytare SAX kolonn
anvandes for att fenoliska substanser med syrakaraktar som IAA och tryptofan skulle bindas
in.

Kombinationen med mobilfasblandning stalld till pH 4,2 och den utvalda programfilen gav
tydligaste resultat.

HPLC metoder som provats
1. pump A. 1% HCOOH, pump B. metanol, binar gradient
2. pump A. 50 mM H3;PO,4, pump B. metanol, binér gradient
3. pump A. 50 mM H3PO,4 pump B. acetonitril, bindr gradient
4. 15 mM NH4H,PO, 27 % acetonitril, isokratiskt vid olika pH.
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BiLacAa 4

Vedartade sticklingr av L. xylsmkotoll respektive behanding med salixvatten
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BiLAGAS

Ortartade sticklingar av L. xylosteum kontroll,
behandling med IBA, salixvatten och salixvatten + IBA
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BILAGA 6

LowicernXylosteom
29, o’
2eas sl pede P/ =or

“ontioll

Ortartade sticklingar fran L. xylosteum kontroll och IBA

Ortartade sticklingar fran L. xylosteum behandlade med extrakt fran vinterkvist och med
extrakt fran nya skott
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Ortartade sticklingar fran L. xylosteum
behandlade med eluat ENV+ fran vinterkvist och med eluat ENV+ fran nya skott

Ortartade sticklingar fran L. xylosteum
behandlade med extrakt fran vinterkvist som passerat ENV+ och med extrakt fran nya skott
som passerat ENV+

34



Ortartade sticklingar fran L .xylosteum behandlade med extrakt fran nya skott i kombination
med IBA
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BILAGA 7

Standardkurvor
a
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