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Sammanfattning

Ar 2015 antog FN:s generalforsamling handlingsplanen Agenda 2030 som innehaller mal for
ekonomisk, social och miljomaissig hallbar utveckling. Produktion av biogas har ett nettonollutslépp
av vixthusgaser. Biogasproduktionen 4dr en del i Agenda 2030 och berdknas ha en
produktionspotential pa 15 TWh, vilket dr en 6kning med 12,7 TWh till och med 2030 jamfort med
ar 2022. Biogas, en fornybar energikélla, bildas genom att organiskt material bryts ner i syrefri miljo
av sérskilda mikroorganismer (AD). Det organiska materialet kan bestd av matrester, avloppsslam,
godsel eller vaxtrester. En av produkterna dr den kvéverika rotrest som kommer ut frén reaktorn och
som anvinds som gddsel. Vegetation som slas av efter vigkanter ar billigt organiskt material som
potentiellt skulle kunna anvéndas for biogasproduktion. Vid bortforsling av vegetationen foljer
nédring och energi med som fanns i vixtresterna. Detta skapar en mer néringsfattig miljo vilket
gynnar mindre konkurrensstarka arter och bidrar till 6kad biologisk méngfald. I viagkanter och diken
kan dock ménga olika ogrésarter finnas. Om fron frdn dessa hamnar i biogasprocessen, finns det risk
for att frona dverlever och via rotresten sedan sprids pa dkern?

Malet med denna studie var att skatta groning och dverlevnad hos fron fran fyra ogrésarter efter
rotning vid mesofila och termofila forhallanden (37° och 52°C) samt att testa om vattenbadsforsok
kan anvéndas for att simulera och utvérdera effekterna av rétning pé ogrésfron.

Ett antal studier genomfordes for att skatta grobarhet (genom groningstest) och total dverlevnad
(genom gronings- och tetrazoliumtester) hos fron fran ogrisarterna honshirs (Echinochloa crus-
galli), renkavle (Alopecurus myosuroides), skrdppa (Rumex spp.) och italienskt rajgras (Lolium
multiflorum). Jamforelser gjordes mellan rétning och behandling i vattenbad i 52°C i 2-30 timmar,
samt mellan 37°C och 52°C i vattenbad for samma tidsperiod. Vidare utvérderades effekterna av
rotning vid 37°C under en tidsperiod pa 2-30 dagar och konventionell hygienisering simulerades
genom vattenbad vid 70°C under en timme. En binomial modelleringsmetod anvindes slutligen for
de statistiska analyserna.

Innan forsoken startades, hade skrdppa och italiensk rajgrds en groning och vitalitet pd >90%.
Motsvarande vérden for honshirs var 70% och 76% medan vérdena for renkavle var relativt 14ga,
40% och 47%. Hygienisering i vattenbad vid 70°C i en timme och rotning vid 37°C under >48
timmar gav 100% dodlighet hos frona frén alla fyra arter. Vid 52°C var groning och vitalitet hogre
i vattenbad jadmfort med rotning. Skrdppa hade hogst groning och vitalitet jamfort med dvriga arter.
Over tid sjonk groning och vitalitet snabbt (<2% efter 30 timmar).

Groning och vitalitet av frona efter behandling i vattenbad (37°C och 52°C) paverkades av
temperatur, art, tid och av samspelen temperatur*art och temperatur*tid. Groning péverkades dven
av samspelen art*tid och temperatur*art*tid. Medelvérden for groning och vitalitet var hogre vid
37°C (84% och 85%) jamfort med 52°C (11% och 15%). Skrappa hade hogre védrden dn vriga arter.
Hastigheten som vérdena minskade berodde av tiden och minskade snabbare i den forsta delen av
den studerade tidsperioden (2-30 timmar).



Slutsatsen blir att de temperaturer och rententionstider som anvénds i konventionell mesofil och
termofil rétning &r tillrdckliga for att doda fron frén de fyra studerade arterna. Skattningarna av
groning och vitalitet var hdgre i vattenbad jimfort med rotning vilket indikerar att skattningar och
slutsatser fran vattenbadsforsoken kan anses som konservativa jamfért med motsvarande resultat
fran rotningsforsoken. Detta giller atminstone for det specifika substrat som anvindes i
rotningsforsoken. Foljaktligen kan resultat frdn vattenbadsforsok beddmas vara sékra att anvinda
for att skatta risken for Overlevnad av ogrisfron i rotningsforsok under jamforbara
temperaturforhallanden.

Nyckelord: Alopecurus myosuroides, biogodsel, Echinochloa crus-galli, godsel, groning, honshirs
italienskt rajgrds, Lolium multiflorum, mesofil, renkavle, retentionstid, rétslam, Rumex spp,

skrdppa, temperatur, termofil, vitalitet



Abstract

In 2015 the General Assembly of the United Nations adopted the action plan ‘Agenda 2030’ which
contains goals for economic, social and environmentally sustainable development. Biogas is
produced with net zero greenhouse gas emissions. Sweden targets a biogas production of 15TWh in
2030, implying an increase of 12,7 TWh compared to 2022. During anaerobic digestion (AD) micro-
organisms break down biodegradable material in the absence of oxygen, producing biogas and
digestate. Feedstock may consist of food waste, sewage sludge, dung or plant material. The nitrogen-
rich digestate may be used as fertilizer. Vegetation along roadsides is an easily biodegradable
biomass that can be harvested as raw material for anaerobic digestion. Such harvest not only
provides a cheap feedstock but also renders nutrient poor roadsides and ditches, leading to an
enhanced biodiversity. There is a risk, however, that plant seeds may survive the AD-process and
that the remains, when used as fertilizer on agricultural land, may lead to weed infestations.

The aim of this study was to assess the germinability and survival of the seeds of four weed species
after AD and water bath treatments under mesophilic and thermophilic conditions (37° and 52°C)
and to test if water bath experiments can be used to simulate and assess the effects of AD on weed
seeds.

A set of experiments was performed to assess germinability (by means of germination test) and total
vitality (germination and tetrazolium tests) of the four weed species Barnyard grass (Echinochloa
crus-galli), Black grass (Alopecurus myosuroides), Dock (Rumex crispus) and Italian ryegrass
(Lolium multiflorum). A water bath using a range of 2-30 hours in 52 °C was compared with the
effects of AD in 52°C. The same time range was used to compare the effects of a water bath in
37°C with the water bath in 52°C. In addition, AD in 37 °C was tested over a time range of 2-30
days, and conventional hygienisation was simulated in a water bath during 1 hour at 70°C. Analyses
were performed using a binomial modeling approach.

Before the onset of treatments, Dock and Italian ryegrass had a germinability and vitality >90%.
The respective values for Barnyard grass were 70% and 76% while those for Black grass were
relatively low, 40% and 47% respectively. Hygienisation in a water bath of 70°C for one hour as
well as AD in 37°C during > 48 hours led to 100% mortality of all seeds of the four species. In 52°C,
germinability and vitality were higher in a water bath compared to AD, higher for Dock compared
to the other species, and decreased rapidly over time (< 2% within 30 hours). Germinability and
vitality in water baths (37°C and 52°C) were affected by temperature, species and time, and by
interactions between temperature*species and temperature*time. Germinability was also affected
by interactions between species*time and temperature*species*time. Average values for
germinability and vitality were higher for 37°C (85% and 84%) compared to 52°C (11% and 15%).
Dock had higher values than the other species. The rates at which the values decreased was time
dependent and faster in first part of the employed time range (2-30 hour).

We conclude that the temperature regimes and retention times used in conventional meso- and
thermophilic AD are sufficient to kill the seeds of the four weed species studied. Vitality and
germinability estimates from the water bath treatments were higher in comparison to AD, implying



that estimates and inferences from water bath experiments can be conceived as conservative in
comparison with AD-treatments, at least for the specific substrate used in the AD-treatments.
Consequently, inferences from water bath experiments may be used safely to assess the risk of
survival of weed seeds in AD under otherwise similar conditions.

Keywords: Alopecurus myosuroides, Barnyard grass, biogas waste, Blackgrass, digestate, Docks,
Echinochloa crus-galli, fertilize, germination, hydraulic retention time, Italian ryegrass, Lolium
multiflorum,, mesophilic, Rumex spp,, sludge, Temperature, termophilic, vitality
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Inledning

1.1 Bakgrund

Anaerob rotning dr en process ddr organiskt material bryts ner av mikroorganismer
1 en syrefri kammare. Processen bildar tva produkter, biogas (metan och koldioxid)
men ocksa rotrester. Rotresten kan ateranvdndas som godselmedel vilket knyter
thop néringscykeln da niring aterfors till den mark dir energin till biogasprocessen
en gang hamtades.

Att odla energigrodor for rotning, det vill sdga anvinda som révara (substrat) for
biogasproduktion, kan vara kontraproduktivt dd odlingen kan minska
biodiversiteten och paverka konsumenter och lantbrukare negativt (Eggers et al.
2009; Meyer-Aurich et al. 2012). Ett alternativ att bidra med biomassa till
biogasproduktionen 4r att anvdnda den gronmassa som slds av efter
viagkanterna/dikena for att forbattra sikten for végtrafikanterna. Varje ar slattrar
Trafikverket cirka 200 000 km diken. Detta dr ekvivalent till cirka 80 000 ton
torrsubstans om aret. Bortforsling av den néring och energi som finns i vixtresterna
skapar naringsfattigare diken vilket gynnar tillvéxten av mindre konkurrenskraftiga
arter, vilket dr positivt for den biologiska mangfalden (Emilsson et al. 2017).

I en litteratursammanstillning av Stromberg (2023) visade det sig dock att
ogrisfron frdn nagra arter sdsom lindmalva (Abutilon theophrasti), honshirs
(Echinochloa crus-galli) och svinmalla (Chenopodium album) var sérskilt hdrdiga.
De skulle kunna 6verleva en rétningsprocess mellan 3-30 dagar. Det innebér en risk
att fron, som &r sérskilt persistenta och utsétts for rotning kortare dn 30 dagar, skulle
kunna gro och etablera plantor pd akern efter att de spridits ut med rotresterna.
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1.1.1 Energilaget

Produktion av biogas har ett nettonollutsldpp vilket betyder att méngden
vixthusgaser som slédpps ut och tas upp ér lika med noll. Processer som dessa
prioriteras i1 klimatklivet, det stod regeringen har lagt fram for att uppna Agenda
2030 (Naturvardsverket 2023b; a). Agenda 2030 &r den handlingsplan som antogs
av FN:s generalforsamling 2015 (Johansson & Strandhdll 2022). Det dr denna
handlingsplan regeringen utgar ifran nir de sitter upp mal for en ekonomisk, social
och miljomaissig héllbar utveckling.

Biogasproduktion spénner dessutom Over flera av de 16 malen i Sveriges
miljomalslista (Sverigesmiljoméal 2020) sdsom

1 Begrénsad klimatpéaverkan

2 Frisk luft

3. Bara naturlig férsurning

4. Giftfri miljo

7 Ingen 6vergddning

8. Levande sjoar och vattendrag
13. Ett rikt odlingslandskap

15. God bebyggd miljo

Det anses finnas en produktionspotential pd 15 TWh energi producerat av biogas
vilket ska bidra till att uppna dessa mal. Detta innebédr en 6kning med 12,7 TWh
jamfort med ar 2022 (Energigas Sverige 2022). 15 TWh dr endast 4% av den totala
energiforbrukningen 1 Sverige (371,6 TWh ar 2021). Den inhemska
biogasproduktionen ar 2022 var 2,28 TWh. En marginell 6kning fran 2021. Den
totala biogasanvandningen minskade dock fran 4,8 TWh till 4,4 TWh pa grund av
en minskad import. (Energigas Sverige 2022).

1.2 Biogasprocessen

1.2.1 Inledning

I en biogasreaktor rotas organiskt material i en syrefri (anaerob) miljé och ut
kommer tva produkter, biogas och rétrester. Vanligast 1 Sverige ar en mesofil (37—
42°C) vatrdtning dven om fermofil (50-52°C) vat- och torrdtning ockséd
forekommer. Den mesofila processen gar till pa foljande sitt: Avfallet som kommer

15



BIOGASANLAGGNING ROTKAMMARE
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till biogasreaktorn &r restprodukter fran samhéllet sdsom matrester, slakteriavfall,
avloppsslam, godsel eller som denna rapport kommer fokusera pa gronmassa fran
viagdiken. Det organiska materialet transporteras med lastbil och lastas av vid
biogasanldggningen. P4 anldggningen rensas materialet frdn metall, plast och annat
onedbrytbart och finfordelas i olika krossar och kvarnar. Direfter hygienseras
substratet 1 70°C i en timme innan det nar rotkammaren. Detta sker kontinuerligt.
Efter ca 30 dagar har allt substrat bytts ut och tvd produkter, biogas och rotrest
(godsel) har astadkommits (Figur 1).
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Figur 1 Tillverkning av biogas fran start till slut. Organiskt material samlas in och transporteras till
biogasanldggningen ddr materialet processeras innan det ndr rétningskammaren. Produkterna biogas samt

rotrest som kan spridas som gédsel. Illustration; Uppsala Vatten AB

En Dbiogasanldggning som tar in olika sorters substrat kallas en
samrotningsanlédggning och &r den typ av anldggning som producerar mest biogas i
Sverige. Andra typer av anldggningar som producerar biogas dr
avloppsreningsverk, gardsanldggningar, industrianldggningar och deponier
(Energigas Sverige 2022).

1.2.2 Substratet

For att producera biogas pa en kommersiell niva krivs att de mikroorganismer som
bryter ner materialet har tillgéng till ett substrat med bra sammanséttning av hogt
energiinnehdll, fibrer, protein och fett men ocksa vitaminer och mineraler. Om
sammanséttningen ir enformig eller obalanserad sa kan mikroorganismerna svélta
eller bli himmade. Da kan t ex toxiska produkter sdsom syra eller for stora méngder
ammoniak bildas eller sa kan processen ta for lang tid for att vara 16nsam (Schniirer
& Jarvis 2017).
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1.2.3 Biogas

Biogas ér en blandning av olika gaser, frimst metangas och koldioxid.
Biogas bildas nédr organiskt material bryts ner av en méngd olika
mikroorganismer i en anaerob miljé. Man kan dela upp processen i fyra steg

1. Hydrolys - Storre organiska foreningar bryts ner till mindre. Proteiner blir
till aminosyror, socker till enkla sockerarter och fett till fettsyror.

2. Fermentation — Produkterna fran hydrolysen bryts ner till organiska syror,
vdtgas, ammoniak, svavelvite, koldioxid och alkohol.

3. Anaerob oxidation — Produkterna frdan fermentationen oxideras och vdtgas
bildas.

4. Metanbildning — Metanbildarna (mikroorganismer) konsumerar vitgas,
koldioxid och acetat vilket bildar metangas och koldioxid (biogas)

Biogas kan uppgraderas efter processen genom att separera metangas frin
koldioxid. Metangas kan sedan anvéndas som brénsle inom transportsektorn och
industrier och for produktion av viarme och el. (Schniirer & Jarvis 2017; Energigas
Sverige 2022)

1.2.4 Rotningsmetoder

Satsvis och kontinuerlig rétning

Det finns bade torrdétning och vatrétning. I en torrdtning ér torrsubstanshalten (TS)
1 substratet over 20-25%. Oftast matas reaktorn d4 satsvis (batch), det vill siga att
allt material tillfors pa en och samma géng och sedan ligger kvar tills nésta sats med
substrat ska in (Figur 2). Vid vétrotning har substratet en TS halt under 5% och
reaktorn matas di kontinuerligt (continuous stirred tank reactor, CSTR) (Figur 3).
Det finns dven ett mellanting med en TS halt kring 15% dér reaktorn matas mer
eller mindre lika ofta som en CSTR (Schniirer & Jarvis 2017).
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Figur 2 lllustration av en batch reaktor Figur 3 Illustration av contiuous stirred tank
med satsvist in- och utfléde ur samma reactor med inflode till vinster och utflode
ror. lllustration: Elin Stromberg till hoger. Illustration: Elin Stromberg
Temperatur

Vatrotning dr vanligare i Sverige medan torrdtning dr mer vanlig i exempelvis
Tyskland (Schniirer & Jarvis 2017). Mesofil rotning 4r den vanligaste metoden 1
Sverige (Energigas Sverige 2022). Hygienisering dr ett steg som appliceras pa
svenska samrotningsanléggningar som rotar animaliska produkter. Steget innebér
att substratet utsitts for hoga temperaturer under en viss tid for att minska risken
for spridning av smittdmnen. Den vanligaste metoden dr en pastdrisering av
substratet under en timme vid 70°C. Detta dr dock inte nddvindigt i de fall da
substratet endast bestar utav vegetabilier (Avfall Sverige 2024). Aven rétning vid
52°C 1 10 timmar och en uppehéllstid pa sju dagar éar tillatet vilket gor att termofil
rotning inte krdver samma pastdrisering som en mesofil rotning (Schniirer & Jarvis
2017). Pa gérdsanldggningar dér farre dn tre grdar samrotar material krivs inte
heller hygienisering (Biogas 2020 (2018)).

Uppehdllstid

Uppehéllstid eller hydraulic retentiontime (HRT) dr den tid som det tar att byta ut
allt material mot nytt i anldggningen. Vid en vatrotning med en kontinuerligt matad
reaktor dr uppehallstiden mellan 15-40 dygn. Vad som avgor retentionstiden &r
bland annat substratets sammanséttning och temperaturen. En hog andel av smé
kolhydrater, sésom socker och stirkelse, och en hdg temperatur 1 reaktorn kan goéra
att processen gér snabbt. De metanbildande mikroorganismerna har dock en
fordubblingstid pa 12 dagar och en process som gér snabbare dn sa kan gora att
dessa viktiga mikroorganismer skoljs ur systemet. For mer svarnedbrytbara substrat
kan det vara andra steg, sdsom hydrolysen, som tar tid (Schniirer & Jarvis 2017).
Da kan ocksé en lédngre retentionstid behdvas for nedbrytningen.
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1.2.5 Rotresten som goddselmedel

Rétresten ar den slutprodukt som ldmnar biogasreaktorn tillsammans med biogasen.
Den substrattyp som anvdnds 1 rotningen avgdr vad rotresterna kallas.
Restprodukten frdn rdtning av matavfall, véxtrester eller stallgddsel kallas
biogddsel medan restprodukten fran rotning av slam fran avloppsreningsverk kallas
rotslam (Schniirer & Jarvis 2017). Eftersom kolmingden minskar under
rotningsprocessen sjunker ocksé kol/kvave-kvoten (C/N). Det betyder att médngden
kvave i forhallande till kol 6kar och kvévet dvergér 1 en mer vaxttillganglig form
(Salomon & Wivstad 2013). En rotrest med god sammanséttning kan innehélla
storre mingder av makrondringsdmnen (fosfor, kalium, svavel och ammonium),
mikronédringsdmnen (kalcium, magnesium, zink, koppar med mera) men ocksa
organiskt kol som ar viktigt for en god markhélsa (Avfall Sverige 2014). Varken
groda eller markorganismer ska paverkas negativt av rotresten och
kadmiummangden per kilo fosfor far inte 6verstiga den i mineralgddsel (Svenskt
Vatten AB 2023). For att garantera att sparelement och odnskade @mnen inte dkar
mer dn 0,2%/ar kan rotresten certifieras enligt SPCR 120 (biogddsel) eller Revaq
(rotslam). (Energigas Sverige 2022) For SPCR 120 far det gro max 2 froer eller
véxtdelar per liter fastgddsel (Avfall Sverige 2024).

1.3 Ogras

Ogris ar odnskade vixter av olika arter som upptrader pa en plats med sérskild
anviandning. Ur lantbrukets synpunkt kan ogrds orsaka oonskade effekter sdsom
minskad avkastning ndr ogréset sprider sjukdomar, tar nédring och vatten eller
skuggar grodan. (Fogelfors 2015). Enligt certifieringen SPCR 120 kontrolleras det
sa att max 2 froer eller vixtdelar per liter fastgddsel gror, medan det for Revaq inte
finns ndgra sddana krav (Avfall Sverige 2024; Svenskt vatten 2024). Med ett dkat
problem av invasiva, herbicidresistenta ogrisarter finns det en oro av att sadana
arter skulle kunna spridas med biogddseln. Arterna i denna studie valde darfor med
hinsyn till deras spridning och etablering i det svenska lantbruket och av en 6nskan
fran anstéllda inom branschen att minska deras potens och spridningsformaga.

I f6ljande avsnitt gors en litteraturgenomgéing av: fréets morfologi (uppbyggnad,
groningsvila, froskal, groning), ograsfrons dverlevnad i rotning och vattenbad samt
fyra ograsarter [honshirs (Echinochloa crus-galli), renkavle (Alopecurus
myosuroides), skrdppa (Rumex crispus) och italienskt rajgrds (Lolium
multiflorum)].
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1.4 Froet - morfologi, overlevnad i rotning och arter

1.4.1 Fro- morfologi

Froets uppbyggnad

Fron ér ett vilande organ som har mycket 14g vattenhalt (5-15%) och bestér utav ett
skal, ndringsvdvnad och ett embryo (Figur 4). Embryot dr uppbyggt av flera
komponenter, embryoaxeln med skott och rotanlag och en eller flera kotyledoner
(hjartblad). Det ar dessa delar som sedan utgér sjélva plantan. Grés ar ett exempel
pa en monokotyledon, en vixt med ett hjartblad, medan till exempel betan (Beta
vulgaris) ar ett exempel pa en dikotyledon, med tva hjartblad (Bewley et al. 2013;
Fogelfors 2015). Endospermet, frovitan, dr dir niring sdsom fett, protein och
kolhydrater har ansamlats for att forse froet med den nédringen den behdver nir
embryot utvecklas inuti froet eller nir froet ska gro (Fogelfors 2015). Men for vissa
arter dr det embryot som innehdller mest ndringen medan det 1 betan &r perisperm.
Beroende pa vilken typ av familj arten tillhdér (mono- eller dikotyledon) kan
endospermet forbrukas nir embryot mognar. Oftast tar embryot upp den storsta
volymen av froet i en dikotyledon, medan endospermet dr en majoritet av volymen
1 en monokotyledon. Nédr en monokotyledon gror férbrukas inte endospermet 1
samma utstrickning utan finns kvar i det mogna froet. Detta kan sedan forbrukas
till dess att plantan dr tillrdckligt stor for att forse sig sjdlv med hjélp av fotosyntes.
For att froet ska gro maste sarskilda faktorer uppfyllas vilka kan vara olika for olika
arter. Om dessa faktorer ej ar uppfyllda gér froet i en groningsvila (Fogelfors 2015).

Endosperm/Frovita
Dikotyledon ) Monokotyledon
Hjartblad In
Froskal
Koleoptil
Skott
Rotanlag

Figur 4 Fré av en dikotyledon (tvdhjdrtbladig) och en monokotyledon
(enhjdrtbladig). I bada frona gar det att urskilja rotanlag, froskal, hjdrtblad samt
endosperm/frovita. Illustration: Elin Stromberg
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Groningsvila

Frons egenskaper sdsom groningsvila dr komplex och beror bdde péd genetik och
miljofaktorer. Att ett fro &r 1 primér groningsvila innebar att det inte kan gro under
nagra omstdndigheter. Ett frd gror dock inte heller nir den ldmnat groningsvila om
inte sdrskilda villkor dr uppfyllda (Baskin & Baskin 2004). Dessa villkor ar; korrekt
mangd ljus, vatten och temperatur samt froets alder. Vad som &r optimalt for
groning skiljer sig mellan arter. (Bewley et al. 2013) Det finns dock forhéllanden
da ett fro inte gror trots att det ej dr i groningsvila och trots optimala forhallanden.
Da kan froet ha gatt in 1 en sé kallad sekundér groningsvila. (Figur 5)

NON-DORMANT —+i GERMINATION = SEEDLING

SEED DEVELOPMENT Secondary n -+ .}:amlerwalum

Environment <= Genotype After-ripening
Light
Primary DORMANT Chemicals

Figur 5 Schematisk och forenklad beskrivning av utvecklingen fran fro till grodd. Friets utveckling
dr beroende av bdde miljo och gener. Froet kan gad in i en primdr groningsvila som sedan, vid vissa
forhallanden kan bli till en sekunddr groningsvila. Denna bryts sedan av sdrskilda forhallanden
vilket kan leda till att fréet gror. Bild (Bewley et al. 2013)

Groningsvilan kan i sin tur vara fysiologisk, morfologisk eller fysiomorfologisk,
fysisk eller en kombination (Figur 6) (Baskin & Baskin 2014). Nedan f6ljer en kort
beskrivning av varje typ av groningsvila himtad fran Baskin & Baskin (2014).

o Fysiologisk groningsvila innebdr att nirvaron eller franvaron av
tillvixthormoner sésom gibberelin och abscisinsyra (abscisic acid)
hindrar groning. Aven tillgéng p4 ljus, sirskilda temperaturforhallanden,
sdsom vernalisering, det vill sdga period av kyla, men ocksé torka eller
viarme kan vara faktorer som inducerar eller bryter den fysiologiska
groningsvilan.

o Morfologisk groningsvila innebdr att det befruktade fréet inte har
differentierat eller att embryot inte har utvecklats tillrdckligt for att kunna
gro.

o Morfofysiologisk groningsvila innebédr att froet forst maste bryta den
morfologiska groningsvilan och lata embryot utvecklas for att sedan
bryta den fysiologiska groningsvilan eller tvért om. Det kan vara samma
typ av faktor som bryter bade den morfologiska och den fysiologiska
groningsvilan sdsom virme, kyla, alternerande viarme och kyla eller
tillgang pa vatten eller liknande.
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o Fysisk groningsvila innebidr att skalet har en skyddande barridr som
hindrar vattenupptag. Froet maste fa en Gppning 1 skalet for att ta in
vatten. Denna &ppning kan vara inbyggd i froet, som en “plugg”. Aven
skador pd froskalet kan orsaka vattenupptag vilket sedan spricker
froskalet vilket gor att embryot kan gro.

e En kombination av fysiologisk och fysisk groningsvila. Dar bade skalet
ar hirt och vattenavstétande samtidigt som embryot ocksd har en
groningsvila. Exempel pa detta dr familjerna Convolvulaceae, och
Malvaceae. Aven hir kan den ena groningsvilan brytas fore den andra
och tvért om.

End/ Cot

L J | J

Combinational Morphophysiological

Figur 6 Illustration av de fem olika typer av groningsvila. Fysisk, fysiologisk, morfologisk,
morfofysiologisk eller en kombination. Férst beskrivet av Nikolaeva (1969) och forbdttrad av
Baskin and Baskin (2004). Anledningen till groningsvila visas i gult. E: embryo, End/Cot:
Endosperm/kotyledon, SC: fréskal. Bild: (Jaganathan 2020)

Det dr viktigt att komma ihag att fron frdn samma art eller till och med fran
samma planta kan erhélla olika férg, tjocklek pa skal, grader av mognad och typer
av groningsvila (Bewley et al. 2013, 248).

Froskal

I den fysiska groningsvilan gér det att kategorisera fron som icke harda (Non-hard
seeded, NHS) eller harda (Hard seeded, HS). De som dr harda kan std emot
vattenupptag i flera r trots att de dr drinkta i vatten, medan icke hérda froer kan
suga upp vattnet genast. Skalet skyddar dessutom froet frén att brytas ned i
matsmaéltningssystemet hos djur. Forutom hérdheten ar dven tjockleken en viktig
aspekt. Till exempel sa spelar tjockleken pa froskalet stor roll vid hoga
temperaturer, sdsom vid en brand, eller for 6verlevnaden av djupt begravda froer
(Baskin & Baskin 2014) Aven andra smarta funktioner sdsom fron med vingar for
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forflyttning med vinden, kardborreliknande borst som gor att de fastnar pa djur eller
smakliga oljor som attraherar myror for forflyttning ar bara nigra exempel pa hur
skalet spelar en stor roll for froets dverlevnad (Bewley et al. 2013).

1.4.2 Ograsfrons dverlevnad

Rotning

Ograsfronas 6verlevnad 1 mesofil och termofil rotning har studerats pé flera héll 1
varlden (Westerman et al. 2012b, a; Johansen et al. 2013; Westerman & Gerowitt
2013; Baute et al. 2016; Tanke et al. 2019; Zhou et al. (2020) med flera). I studierna
har de testat olika arter av ogrds i1 olika temperaturer och tid. Svinmalla
(Chenopodium album) och honshirs (Echinochloa crus-galli) visade sig vara hardig
1 flera experiment. Svinmalla kan beroende pd killa 6verleva anaeroba forhéllanden
och mesofil temperatur fran 128 till 720 timmar och honshirs fran 64 till 720
timmar. I termofila, anaeroba forhallanden dor de inom ett dygn (Leonhardt et al.
2010; Westerman et al. 2012a; Zhou et al. 2020). Fron frdn manga andra arter,
sasom akerbinda (Fallopia convolvulus) och ékersenap (Sinapis arvensis) avdodas
inom 42 timmar i en mesofil biogasreaktor (Westerman et al. 2012a; Johansen et
al. 2013). Westerman et al. (2012b) hittade en korrelation mellan fron med hart skal
(fysisk groningsvila) och 6kad overlevnad efter rétning 1 en biogaskammare. I
denna kategori passar inte svinmalla eller honshirs in enligt Westerman et al.
(2012b) och Hahn et al. (2022), trots att de i ndgra studier visade hogst
overlevnadsstatus (Katovich & Becker 2004; Leonhardt et al. 2010; Zhou et al.
2020; Schrade et al. 2003.) Det gar emellertid att 1dsa sig till i Bewley et al. (2013)
och Baskin & Baskin (2014) att arter i familjen Chenopodiaceae, dit svinmalla hor,
och Convolvulaceae, uppvisar fysisk groningsvila vilket talar emot Westerman et
al (2012b) och Hahn et al (2022). Westerman & Gerowitt (2013) sadg ockséd en
positiv korrelation mellan ett arts dverlevnad 1 jorden med 6kad Gverlevnad i en
biogasreaktor. Enligt forfattarna &r det inte sérskilt forvdnande da fréna i bada
systemen utsitts for nedbrytning frdn mikroorganismer. Generellt sétt paverkas
froernas Overlevnad av en kombination av temperatur och tid som visats av
Stromberg (2023), se nedan.

Rétning - ansats till metaanalys

Stromberg (2023) anvinde data frn 19 kéllor for att sammanstélla resultat fran 342
matningar av fron fran 66 arter utsatta for anaeroba forhallande i mesofila och
termofila temperaturer mellan 30-70°C. Fyra olika typer av metoder kunde urskiljas
(tre 1 en biogasreaktor och en i tempererat vattenbad, utan de hydrolytiska
forhallandena som finns i1 en rotningsprocess). I litteraturen fanns det mellan 0—
100% oOverlevande arter och tider mellan 0,17 timmar (10 minuter) till 6ver 8760
timmar (365 dagar).
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I figur X1 sammanfattar Stromberg (2023) information om 66 arter och deras
dodlighet beroende pa temperatur oberoende av tid och reaktortyp. Det fanns inga
overlevande fron over 45 °C.
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Figur X1 Sammanfattning av dodlighet (%) for alla ogrdsfron som funktion av temperatur (°C).
Stromberg (2023)

I figur X2 visar Stromberg (2023) 1 stdllet dodligheten Gver tid, oberoende av
temperatur eller reaktortyp. 42% av ogrisfrona dog (DC90) inom 100 timmar och
75% dog (DC90) inom 720 timmar.
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Figur X2. Déodlighet (%) for alla ogrdsfron som funktion av tid (h). Strémberg (2023).

Figur X3 sammanfattar dodligheten hos ograsfron som funktion av temperatur
och tid. Figuren &r framtagen fran ovan nimnda mitvirden. Dodligheten 6kade med
hogre temperatur och/eller langre retentionstid (Stromberg 2023). Fynden ligger till
grund till denna studies fragestéllning och metod da samspelet mellan temperatur
och tid paverkade fronas dverlevnad. Det var oklart i studierna som sammanfattas
av Stromberg (2023) huruvida vattenbad skulle kunna agera som indikator for
rotning, vilket darfor ocksa valdes att studeras ndrmare i denna studie.
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Figur X3. 3D plot som visar dodligheten hos fron i relation till temperatur (25-70°C) och
retentionstid (0-1400 timmar) frdn flera olika véxtarter. Strémberg (2023)

Vattenbad

I en studie av Baier (1997) testades fron bade i1 en anaerob miljé av slam och 1
vattenbad vid temperaturerna 60°C, 65°C och 70°C. I studien visade sig frona
Overleva en lingre tid vid de lagre temperaturerna oberoende av om frona lag i slam
eller i vatten, men alla var déda inom 70 minuter vid 65°C och majoriteten vid
60°C. Enligt Westerman & Gerowitt (2013) kan vattenbad vara ett bra sitt att
kontrollera en arts maximala dverlevnadstid 1 en viss temperatur under en viss tid
utan att krdva avancerade biogasreaktorer. Engeli et al. (1993) skriver att det

huvudsakligen &r hydrolysen i rotningen spelar roll for avdodandet av frona utdver
temperatur och tid.

Hygienisering

Endast en studie tycks ha studerat 6verlevnad i 70 °C (Dahlquist et al. 2007). I
denne studie testades Overlevnaden av fron i1 s kallad solarisering, vilket ar

nedgravda fron 1 het jord. Vid 70°C dog alla arter som studerades inom 10-40
minuter.
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1.4.3 Skrappa

Skridppan dr en meterhog, flerarig 6rt med en
djup palrot (Figur 7) (Lindgren 2016). Till
skillnad frdn de andra tre studerade arterna
skrippa inga  herbicidresistenta

Dess  stora

uppvisar

egenskaper. utbredning  och
konkurrensforméga i vall och bete samt i grodor
efter vall, framst 1 ekologisk odling, tillsammans

med fronas ldnga livsldngd i marken (upp till 80

ar) gor den konkurrenskraftig och intressant attta =

med 1 denna studie (Cavers & Harper 1964;
Zaller 2004). Frona kan variera i storlek men ar
oftast mellan 2-3 mm langa och 1-2 mm breda.
Skréppa gror oftast tidig var eller host nir det ar
en fluktuation av temperatur och ljus. Frona gror
bist pd en fuktig markyta och en temperatur
mellan 20-30 °C (Zaller 2004). Ofta éar

grobarheten hog, éver 80%, men det finns stora Figur 7 Krusskrippa

“Rumex crispus

variationer mellan plantor och dven inom samma plant3” Foto: Harry Rose

planta (Cavers & Harper 1964; Weaver & Cavers

1979). Skriappan har visat sig ha en grobarhet pa 14% i en mesofil biogasprocess
efter tre dagar (Leonhardt et al. 2010). En annan studie pavisade att grobarheten for
tomtskrappa (Rumex obstifolius) 6kade efter 15 minuter 1 45°C. Den har dven visat
sig ga in i en sekundér groningsvila om temperaturen dr 30°C och froet befinner sig

1 morker (Baskin & Baskin 2014).

1.4.4 Renkavle

Renkavle dr ett vinterannuellt grasogrds som 1
manga decennier varit ett stort problem i stora
delar av Visteuropa da den wvisar stark
herbicidresistens. Sverige var fri frdn resistent
till 2011 dd& den  forsta
herbicidresistenta ~ renkavlen uppticktes
(Ahmad et al. 2021). Eftersom renkavle framst
gror pa hosten sd uppforokas den 1 de
hostgroende  grodor

renkavle

odlingssystem  dér
dominerar. Renkavle har en mycket kort primér
groningsvila som varierar mellan négra dagar
till ett par veckor (Menegat 2023). Tillgangen
pa ljus och fukt bryter groningsvilan (Ahmad et
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al. 2021). Endast 1-3% av fréna som natt den sekundéra groningsvilan 6verlever 3
ar (Moss 2013). Den optimala temperaturen for groning varier mellan 8 °C till 20
°C. Eftersom att renkavle &r korspollinerande s& kan grobarheten variera kraftigt
(Moss 2013). Enligt Moss (2013) dr den mellan 40-60% medan Andersson &
Akerblom Espeby (2009) pavisar en grobarhet upp mot 73%.

1.4.5 Italienskt rajgras

Italienskt rajgrés &r ett vanlig ettarigt och
ibland flerarigt grds som oftast odlas i
vall som foder. Gréset &r mycket

konkurrenskraftigt och fyller ut luckor 1 B
bestandet (Nationalencyklopedin 2023).

Ar 2021 uppticktes de forsta fallen av ,.
resistens 1 italienskt rajgréds i Skane. Ett
problem som redan funnits i Danmark 1
10 ar (ATL 2021). I England har den
varit ett problem 1 minst 20 ar.

(Vaderstad 2021) Trots att den odlas som

gréda kan den bli invasiv och oonskad. Figur 9 Italienskt rajgrds. "Lolium multiflorum plant4"
Foto: Harry Rose

Frona gror bidst pa markytan och
grobarheten minskar med djupet. Fron djupare an tio cm gror inte alls (Beckie &
Jasieniuk 2021). Likt renkavle dr den primédra groningsvilan mycket kort, endast
ndgra veckor och endast 15-30 % &verlever till ndsta sisong. Maximal groningsvila
tros vara runt fyra ar (Beckie & Jasieniuk 2021). Grobarheten ar hog, upp mot 90-
95% (Rutledge et al. 1998).

1.4.6 Honshirs

Honshirs dr herbicidresistent annuellt och perennt
grasogrias med C4 egenskaper vilket gor att den
trivs 1 varma klimat (Bajwa et al. 2015; Narayana
Rao 2021). Enligt jordbruksverket (2022) sprider
sig ogriset i delar av Sverige, framst i sockerbetor
och majs eller andra grodor med svag
konkurrenskraft. Grodan kan producera upp mot
20 000 fron per planta. Den priméra groningsvilan
varierar kraftigt. Firska fron hade endast en
grobarhet pd 0,3-1,4% medan fron som hade
forvarats i 4-8 manader hade en grobarhet pa 19%
och 44% respektive (Maun & Barrett 1986). Den

optimala temperaturen for groning &r variationen Figur 10 Honshirs "Echinochloa crus-galli plant14” Foto:
Harry Rose
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mellan 5 °C och 30 °C. Huruvida honshirs uppvisar stark eller svag fysisk
groningsvila beror till stor det pa mognadsgraden. Ett froé som ar farskt uppvisar
mindre bendgenhet att gro genom att stoppa vattenupptag medan ett 150 dagar
gammalt torrt fro lattare tar upp vatten och gror (Song et al. 2015). Som ndmnt i
avsnitt 1.4.2 s kan honshirs enligt olika studier dverleva en mesofil, anaerob
rotningsprocess 1 64 och 72 timmar (Leonhardt et al. 2010; Zhou et al. 2020) I
termofila, anaeroba forhdllanden dor de inom ett dygn. (Leonhardt et al. 2010;
Westerman et al. 2012a; Zhou et al. 2020).

1.5 Syfte

Syftet med studien var att underséka om fron fran arterna renkavle, skrippa,
honshirs och italienskt rajgrias 6verlevde rotning och vattenbad vid mesofil (37°C)
och termofil temperatur (52°C) for att utvardera risken for spridning av dessa arter
pa dkermark via rotrester. Arterna valdes pga. att de utgdr besvirliga ogrds och att
tre av dessa (honshirs, renkavle och italienskt rajgrés) uppvisar herbicidresistenta
egenskaper vilket kan skapa stora problem vid bekdmpning.

1.6 Fragestallningar

e Overlever fron frin honshirs, italienskt rajgris, renkavle och skrippa och
finns det skillnader 1 6verlevnad mellan arterna vid behandling i:

o Vattenbad vid 70°C i en timme?
o Rotning vid 37°C under 2,5,10,15 eller 30 dagar?
o Vattenbad vid 37°C under 2,5,1,0,15 eller 30 timmar
o Ro&tning och vattenbad vid 52°C under 2,5,10,15 eller 30 timmar?
e Okar dédligheten med 6kad temperatur och/eller tidsintervall?
e Ar dodligheten for arterna densamma i rdtning och vattenbad vid samma
temperatur och tidsintervall?
e Gér det att anvdnda vattenbad som ett enklare sitt att skatta ett frds
maximala 6verlevnadstid i en rétningsprocess vid en viss temperatur och
tidsintervall?

1.7 Avgransningar

I denna studie studeras ogrdsarterna renkavle, skrdappa, honshirs och italienskt
rajgras da fler arter hade gjort att arbetet hade tagit 14ngre tid. Ogrésarterna rotades
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1 max 30 dagar dé detta ansdgs som en representativ retentionstid, som idag anviands
1 moderna biogasanldggningar. Endast tva temperaturer testades 1 en biogasreaktor
(37°C och 52°C) da dessa ar de vanligaste rotningstemperaturerna for mesofil och
termofil rotning 1 svenska biogasanldggningar. Frona testas ocksa i1 vattenbad vid
samma temperaturer. Aven en pastdriseringstemperatur (70°C) i en timme testades.
Substratets egenskaper sasom TS och VS-halt eller pH och ammoniakhalt
undersoktes inte pa grund av arbetets omfattning. I stéllet 14g fokus pa tidsintervall
och temperatur samt skillnaden mellan rotning och vattenbad. Samma tid,
temperatur och antal fototimmar anvindes for alla arter 1 klimatskapen vid groning
och tetrazoliumtest trots att optimum troligtvis dr olika for de olika arterna. Detta
for att minska méngden klimatskip som anvindes och for att minska arbetsbordan.
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Material och metod

Roétningsprocessen var upplagd som ett tvafaktoriellt fors6k med tre upprepningar.

I forsoket testades arterna i tva temperaturer, 37°C (mesofil) och 52°C (termofil) i
rotning samt 1 vattenbad 1 tre upprepningar. For rotning testades 5 olika
tidsintervaller. 2, 5, 10, 20 och 30 dagar f6r mesofil rotning och 2, 5, 10, 15 och 30
timmar i termofil rotning. I vattenbad behandlades frona i bdde mesofil och termofil
temperatur 1 2, 5, 10, 15 och 30 timmar. Frona testades ocksd 1 en
hygieniseringstemperatur pa 70 grader i ett vattenbad i en timme. Aven hir i tre
upprepningar.

2.1 Fromaterial

Den 15 till 20 juli 2023 samlades fron frn arterna honshirs (Echinochloa crus-
galli), renkavle (Alopecurus myosuroides), skrappa (Rumex spp.) och italienskt
rajgris (Lolium multiflorum) 1 Halland ock Skéne i Sverige och Danmark (Tabell
1). Frona samlades in genom att forsiktigt skaka varje frostéllning ner i en behdllare.
Totalt samlades fron frdn 100 plantor/art p4 samma dag och plats for att minska
risken for stora variationer. Frona skordades innan de drosade. Det ska dock
papekas att renkavlen drosade vid tiden for insamling. Italienskt rajgris hade inte
gatt 1 ax vid tillfillet for insamling. Darfor bestélldes det fron fran Svenska Foder
AB, som odlats i Danmark. Om dessa froer kommer frdn samma plats eller &r
blandade fran andra falt ar okant (Tabell 1)
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Tabell 1 Plats for insamlingen av frona hénshirs, skrdppa, italienskt rajgrds, renkavle

Art Plats

Honshirs Falkenberg, Halland
SWEREF99 TM (nord, 6st): 6314388, 345672
WGS84: 56°56'50.4"N 12°27'46.0"E

Skriappa Falkenberg, Halland
SWEREF99 TM (nord, dst): 6314599, 345338
WGS84: 56°56'56.8"N 12°2725.8"E

Italienskt rajgrés Danmark
Foretag: Svenska Foder AB. Sort Turgo Pajbjerg

Renkavle Angelholm, Skéne
SWEREF99 TM (nord, 6st): 6228012.390 346700.070
WGS84: 56°17'24.0"N 12°53'07.1"E

Frona forvarades torrt och 1 6ppna behéllare den forsta manaden efter insamlingen.
Direfter har insamlingen forvarats morkt, torrt och svalt (4°C).

Fore de olika behandlingarna testades fronas vitalitet for att kunna jimfora hur
behandlingen paverkade de olika arterna (kontrollgrupp).

2.2 Groning och vitalitet (livskraft)

2.2.1 Sundhetstest — sterilisering av froskal

For att utvdrdera fronas sundhet innan start av forsoken genomfordes ett enkelt
groningstest (se beskrivning av groningstest nedan). Honshirs visade en hog risk
for svampangrepp da dver 90% av testade fron hade synligt mycel och sporangier
efter 7 dagar. De andra arterna, vars fron inte hade grott inom 10 dagar, visade
ocksa tecken pd svampangrepp. Dérfor steriliserades fronas skal innan
groningstestet. Det yttersta skalet pa skrdppa skalades av innan varje art placerades
1 varsitt 15 ml Falconrér med skruvkork. Sju ml av en 16sning med 1%
natriumhypoklorit och 0,02% Triton X-100 pipetterades ner i Falconréren med
frona. Honshirsfrona behandlades 1 5 minuter medan frona fran Ovriga arter
behandlades i1 2 minuter. Roren skakades om med jdmna mellanrum. Frona skoljdes
sedan 1 vatten i cirka en minut och genomgick darefter groningstestet.

2.2.2 Bestamning av groning och vitalitet (livskraft)

Livskraft hos frona testades i tvd steg. Forst gjordes en groningstest, se beskrivning
nedan. Livskraften hos de fron som inte hade grott, testades dérefter genom ett
tetrazoliumtest, se beskrivning nedan. Sedan summerades antal fron som hade grott
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med de fron som visades vara levande i terazoliumtestet for att fa en skattning av
totala vitaliteten hos fromaterialet for respektive art.

2.2.3 Groningstest

Trettio steriliserade fron/art placerades 1 tre stycken, petriskélar (nio cm i diameter)
med tio fron i varje petriskal. Frona lades pa ett Munktell filterpapper fuktat med
cirka tvd ml vatten. Petriskdlarna plastades in med parafilm for att forhindra
uttorkning och markerades med art, replikat (1-3) och behandling. Petriskalarna
placerades direfter i en odlingskammare med foljande forhdllanden: 20°C (dag)
4°C (natt) och 16 timmars fotoperiod (Figur 11). Fronas groning kontrollerades med
ett intervall pa cirka fyra dagar till och med 20 dagar eller fram till och med alla
fron hade grott (Figur 12). Frona fuktades vid behov med mer vatten. Vid varje
tillfille raknades méngden grodda fron och avldgsnades direfter. Ett fr6 anségs ha
grott nér priméra roten kommit ut 1-2 mm. Vitaliteten av fron som inte hade grott
efter 20 dagar testades darefter med ett tetrazoliumtest, se nedan.

Figur 11 Fron pd fuktade filterpapper i petriskdlar placerades i en odlingskammare vid 20°C under
16timmar/dygn och vid 4 °C 8 timmar/dygnet. Foto: Elin Strémberg
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Figur 12 Frén som grott ddr primdrrot och hjdrtblad tydligt kunde skonjas efter att ha legat i
odlingskammare vid 20°C under 16timmar/dygn och vid 4 °C 8 timmar/dygnet. Foto: Elin
Stromberg

2.2.4 Tetrazoliumtest

Alla levande fron innehaller enzymet dehydrogenas. Enzymet skapar fria vitejoner
som reducerar det farglosa  dmnet tetrazolium (TTC)  (2,3,5-
trifenyltetrazoliumklorid) till det r6da &mnet formazan (Figur 13). Formazan fargar
darfor respirerande (levande) froer roda (Figur 15) medan icke respirerande (doda)
forblir farglosa eller fargas latt rosa (Figur 16) (Sabry & Garay u.4.)

/N—N—CsHs N—NH—CH,
_ +2e+ 2H' i -CIr
CGHS c \ dehydrogenases CGHS c \ + HCl
N=N*—C_H, N=N—CH,
e
CI
2,3,6-triphenyl tetrazolium chloride Triphenylformazan
(Colorless, diffusible) {Red, nendiffusible)

Figur 13 Reduktionsreaktionen som resulterar i att tetrazoliumsaltet firgar celler i levande fron.
Anpassad efter Peters (2007n ). lllustration: Thais Sofia Ribeiro Santos.

For att TTC ska trdnga in i froet maste frona vara fuktade. Eftersom frona redan
genomgdtt ett groningstest sa dr frona tillrackligt fuktade for att genomfora testet
direkt.

33



Frona placerades mellan tva filterpapper och blotlades med 3 ml 1% TTC.
Petriskdlarnas lock lades pa och forslots med parafilm och inkuberades i en
odlingskammare i morker i 35 grader under 20 timmar (Figur 14)

Figur 14 Fron som testas med tetrazolium (2,3,5- trifenyltetrazoliumklorid (TTC)) placerades
mellan tva filterpapper. Tre ml TTC pipetterades 6ver filtrerpapperna. Foto: Elin Stromberg

Varje fro studerades sedan med hjilp av en stereolupp. Genom att dela froet pa
langden med en skalpell kunde embryot blottas. Antal rdda embryo (levande) Figur
150ch vita och/eller rosa embryon (doda) (Figur 16) rdknades. Fron som var tomma
eller ruttna rdknades som doda.

%
Figur 15 Levande (respirerande) fré av honshirs Figur 16 Ddétt (icke respirerande) fré av
(Echinochloa crus-galli) ddr embryot rédfirgats italienskt rajgrds (Lolium multiflorum)
av tetrazolium. Foto: Elin Stromberg. ddr embryot ej firgats av tetrazolium.

Foto: Elin Stromberg.

34



2.3 Forsok

2.3.1 Kontroll

For att skatta livskraften hos fromaterialet innan start av forsoken testades groning
och vitalitet hos 30 fron (10 fron x tre upprepningar) fran varje art (honshirs,
italienskt rajgrés, renkavle och skrippa), se vidare avsnitt 2.2.3 Groningstest” och
2.2.4 Tetrazoliumtest™.

2.3.2 Hygienisering

Trettio fron (10 fron x tre upprepningar) fran varje art (honshirs, italienskt rajgris,
renkavle och skrdppa) placerades i pasar och genomgick ett hygieniseringstest
(vattenbad vid 70°C under 1 timme). Dérefter skattades livskraften (groning och
vitalitet) hos fromaterialet, se vidare avsnitt ”2.2.3 Groningstest”, 2.2.4
Tetrazoliumtest™ och 72.3.4 Vattenbad”.

2.3.3 Rotning

Forsoksuppligg

Forsoket var upplagt som ett randomiserat trefaktoriellt forsok med tre
upprepningar.

I forsoket anviandes: (i) fron frdn fyra arter (honshirs, italienskt rajgrés, renkavle
och skrippa), (ii) tva temperaturer, 37°C (mesofil) och 52°C (termofil) i rétning i
tre upprepningar och (iii) fem olika tidsintervaller: 48, 72, 240, 360 och 720 h
(motsvarar 2, 5, 10, 20 och 30 dagar) for mesofil rétning respektive 2, 5, 10, 15 och
30 timmar for termofil rétning.

Rotningsprocessen

For varje art fylldes trettio smamaskiga pasar med tio fron/pase vilket gav 120 pasar
totalt. Efter det att frona placerats 1 pasarna forslots de med hjilp av en virmepress
(Figur 17). Pdsarna var tillverkade i viarmetalig finmaskig polyester som tilldt
substratet att floda in och ut medan frona forblev kvar i pasarna. Tre pasar av varje
art, med tio fron i varje pase placerades i varsin 250 ml flaska. Cirka 150 ml material
frdn en biogasprocess (rotrest), tillrdckligt for att ticka pasarna med frona, anvindes
per flaska. Rotresten hdmtades fran Lovsta biogasanldggning 1 Uppsala.
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Figur 17 Pase fylld med 10 frén forsluten med virmepress (i bakgrunden) Foto: Elin Stromberg

Nér rotesten hilldes ner over frona startade behandlingstiden. Flaskorna forslots
med en gummipropp och aluminiumkork. Anaerob miljo skapades genom att
flaskorna ”flushades” med kvévgas, dvs sedan genom att varva utpumpning av luft
och inpumpning av kvivgas (Figur 18).

Figur 18 Fyra flaskor fyllda med ca 100 ml substrat och tre replikat av samma art, flushas genom
att varva utpumpning av luft och inpumpning av kvivgas.

Flaskorna placerades sedan antingen i ett rum 1 37°C eller 1 ett inkubationsskap i
52°C. I bédda fallen stod flaskorna pé en skak vid 130 varv/minut (rpm), som rorde
runt substratet i flaskorna (Figur 19).
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Figur 19 Flaskor fyllda med substrat placerade i en ugn pd en skak i 52°C. Foto: Elin Strémberg

Flaskor plockades ut efter 2, 5, 10, 15 och 30 dagar (mesofil rétning) respektive 2,
5,10, 15 och 30 timmar (termofil rotning). Flaskorna 6ppnades och tomdes ovanfor
en sil och pasarna med frona skoljdes med ljummet vatten (Figur 20). Frona
skoljdes rena med vatten och fick sedan genomgé groning- och tetrazoliumtest, se
avsnitt 2.2.3 och 2.2.4.

Figur 20 Flaskorna med substrat tomdes ovanfor en sil och pasarna med frona skéljdes med ljummet
vatten. Foto: Elin Stromberg

37



2.3.4 Vattenbad

Forsoksuppligg

Forsoket var upplagt som ett randomiserat trefaktoriellt forsok med tre
upprepningar.

I forsoket testades arterna (honshirs, italienskt rajgrés, renkavle och skrippa) vid
tva temperaturer, 37°C (mesofil) och 52°C (termofil) under 2, 5, 10, 15 och 30
timmar.

Vattenbadsprocess

For varje art fylldes trettio smamaskiga pasar med tio fron/pase vilket gav 120 pasar
totalt. Efter det att frona placerats i pasarna och forslutits sidnktes de ned 1 ett
vattenbad med en jidmn temperatur av 37°C respektive 52°C. Detta astadkoms
genom att placera en doppvarmare med en rotor i en 5 liters hink. Efter utsatt tid

togs fropasarna upp fran vattenbadet och frona skdljdes av. Frona genomgick sedan
groning- och tetrazoliumtest, se avsnitt 2.2.3 och 2.2.4.

Figur 21 Tre upprepningar av samma art placerades i ett vattenbad. Vattenbadets temperatur
uppndddes med hjdlp av en sous vide placerad i en hink med ca 8 liter vatten. Gallret var till for
undvika att frona skulle fastna eller sugas in i apparaten. Foto: Elin Stromberg
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2.3.5 Totalt antal levande fron

Totalt antal levande fron fore och efter utférda behandlingar rdknades ut genom att
dela summan av den sammanlagda antalet grodda fron fran grobarhetstestet och de
fron som fargades rott (respirerande) fran TTC, med det totala antalet fron som

testades.
Y Grodda fron + X Fron i groningsvila

Vitalitet =
Y Antal fron testade

Formeln beskriver andelen levande fron i1 en uppséttning antingen fore eller efter
den anaeroba rotningen dgt rum. £ Grodda fron beskriver den andel av frona som
grodde efter 21 dagar i groningstestet, £ Fron i groningsvila beskriver de froer
dar embryot fargades rott i tetrazoliumtestet och X Antal fron testade ér de totala
antalet fron som testades.

2.4 Statistisk analys

Materialet utvirderades med hjélp av statistikprogrammet SAS version 9.4 med
proceduren logistic (SAS institute 2015). Temperatur (2), art (4) och tid (5)
analyserades som kategoriska variabler. En generaliserad linjar modell anvidndes
for att modellera andelen grodda och levande fron med en binomial férdelning och
logit-link. Modellen innehdll alla huvudeffekter och samspel samt parvisa
jamforelser. Parvisa jimforelser analyserades med Tukeys metod. Om p<0,05 anses
det foreligga en statistiskt signifikant effekt. Firth penalized likelihood anvéndes.
Eventuell 6verspridning justerades med pearson goodness-of-fit.
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Resultat

3.1 Kontroll

I kontrolltestet hade skrdppa och italienskt rajgrds hogst grobarhet och vitalitet
(95% och 92%) (Tabell 2). Grobarhet och vitalitet hos honshirs 1dg pa 70%
respektive 76% medan renkavle hade relativt 1ag grobarhet (40%) och vitalitet

(46%).
Tabell 2 Grobarhet (%) och vitalitet (%) hos arterna i kontrolltestet angivna i medel med
konfidensintervall.
Kontroll Groning hos fron Vitalitet hos fron
Medel Nedre ~ Ovre Medel Nedre Ovre
KI95% KI95% KI95% KI95%
Art Honshirs 0,703 0,425 0,884 0,766% 0,554 0,896
Ital. rajgrés 0,920* 0,610 0,988 0,920* 0,712 0,981
Renkavle 0,4032 0,183 0,671 0,468° 0,276 0,670
Skréppa 0,952* 0,612 0,996 0,9522 0,738 0,993

3.2 Hygienisering

Alla fron frdn de fyra arterna var doda efter behandling med vattenbad under 1
timme 1 70°C (standardiserad hygieniseringstid).

3.3 Rotning vid 37°C

Vid rotning av ogrésfrona vid 37 °C fanns inga signifikanta skillnader mellan art,
tid och art*tid for groning och vitalitet. Groning och vitalitet 14g 1 genomsnitt pa ca
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2-8% for de fyra arterna (honshirs, italienskt rajgrés, renkavle och skrippa) och i
genomsnitt pa 2-14% over tid (48-720 h).

3.4 ROotning och vattenbad vid 52°C

Det fanns signifikanta skillnader for bade groning och vitalitet for faktorerna
behandling, art, och tid. For vitalitet hittades dven signifikans for samspelet art*tid.
Groning och vitalitet var signifikant hogre 1 vattenbad jamfor med rétning. Skrappa
hade signifikant hogre groning och vitalitet jimfort med de andra arterna vid 52°C
over tid. Aven tidsintervallen skilde sig signifikant 4t med en hogre grobarhet och
vitalitet vid de forsta tvd mitpunkterna (2 och 5 timmar). Direfter minskade
groning och vitalitet med tiden. Efter 10 timmar var vitalitet och grobarhet mycket
lag (<4%) (Tabell 3)

Tabell 3 Skattade medelvirden samt dvre och undre konfidensintervall (KI) for groning och vitalitet.
Férsék med temperatur 52°C med faktorerna: behandling (rétning och vattenbad), art (honshirs,
italienskt rajgrds, renkavle och skrdppa) och tid (2, 5, 10, 15 och 30 h). Olika bokstéiver indikerar
signifikanta skillnader (P < 0.05) mellan skattade medelviirden inom respektive faktor.

Temperatur 52°C Groning hos fron Vitalitet hos fron
Medel Nedre ~ Ovre Medel Nedre Ovre
KI195% KI95% KI95% KI95%
Metod Rétning 0,0442 0,025 0,076 0,049° 0,028 0,084
Vattenbad 0,133° 0,085 0,200 0,145° 0,094 0,217
Art Honshirs 0,058* 0,029 0,083 0,062? 0,032 0,120
Ital. rajgrés 0,040° 0,019 0,083 0,0442 0,021 0,091
Renkavle 0,034* 0,016 0,071 0,038 0,018 0,079
Skréppa 0,362° 0,209 0,550 0,382° 0,223 0,571
Tid 2 0,643* 0,504 0,762 0,696 0,566 0,801
5 0,153° 0,078 0,277 0,176° 0,092 0,310
10 0,034¢ 0,014 0,080 0,038¢ 0,016 0,088
15 0,022¢ 0,008 0,054 0,022¢ 0,008 0,054
30 0,016¢ 0,006 0,043 0,016¢ 0,006 0,043
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Italienskt rajgrds och renkavle visade inga tecken pé vitalitet vid 10 timmars
behandling. Honshirs var helt avdédad vid 15 timmar. Skridppan var helt avdodad
vid 30 timmar med en signifikant skillnad mellan 2-10 timmar, 2-15 timmar, 2-30
timmar, 5-10 timmar, 5-15 timmar, 5-30 timmar medan 10-15 timmar, 10-30
timmar och 15-30 timmar inte dr signifikant skilda fran varandra (Figur 22)

Vattenbad och roétning 52°C
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Figur 22 Vitalitet (%) for alla arterna i 52°C av behandlingen vattenbad och rétning efter tiden
2,5,10,15 och 30 timmar.

3.5 Vattenbad vid 37°C och 52°C

For groning erhdlls signifikanta skillnader f6r temperatur, art, tid och samspelen
temperatur*art, temperatur*tid, art*tid samt temperatur*art*tid (Tabell 4). For
vitalitet erholls signifikanta skillnader for temperatur, art, tid, temperatur*art och
temperatur*tid (Tabell 4). Medelvirdena for groning och vitalitet dr signifikant
hogre for 37°C an for 52°C. Skréippa skiljer sig signifikant frén dvriga arter med
hogst grobarhet och vitalitet. Tidsintervall gav signifikanta skillnader for groning
och vitalitet mellan de forsta 3 mittiderna (2, 5 och 10 timmar) men avtog sedan
for alla arter och temperaturer.
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Tabell 4 Skattade medelvirden samt ovre och undre konfidensintervall (K1) for groning och vitalitet.
Férsék med vattenbad for faktorerna: temperatur (37°C och 52°C), art (honshirs, italienskt rajgrds,
renkavle och skrdppa) och tidsintervall (2, 5, 10, 15 och 30 h). Olika bokstiver indikerar
signifikanta skillnader (P < 0.05) mellan skattade medelviirden inom respektive faktor.

Vattenbad Groning hos fron Vitalitet hos fron
Medel Nedre ~ Ovre Medel Nedre Ovre
KI95% KI95% KI95% KI95%
Temp. 37°C 0,8510° 0,806 0,887 0,838 0,785 0,880
52°C 0,1060° 0,068 0,160 0,145° 0,094 0,217
Art Honshirs 0,238 0,168 0,325 0,302 0,214 0,407
Ital. rajgrés 0,470° 0,326 0,619 0,505° 0,348 0,660
Renkavle 0,147¢ 0,094 0,223 0,1922 0,122 0,288
Skréppa 0,906¢ 0,826 0,951 0,881°¢ 0,781 0,939
Tid 2 0,846° 0,761 0,904 0,835° 0,783 0,901
5 0,624° 0,515 0,722 0,635° 0,511 0,743
10 0,298° 0,198 0,422 0,365° 0,243 0,507
15 0,217¢ 0,119 0,362 0,255° 0,140 0,418
30 0,261° 0,129 0,455 0,294° 0,147 0,501

I

Figur 23 visas samspelet mellan art och temperatur, dvs. hur vitaliteten hos de olika
arterna paverkades av temperaturerna 37°C och 52°C. Vitaliteten hos honshirs,
skrappa och renkavle ser ut att folja ungefdr samma monster dér vitaliteten sjunker
med cirka 40-50% nér temperaturen hojs frdn 37°C till 52°C. Vitaliteten hos
italienskt rajgrds sjunker ddremot med cirka 90% vid en 6kning av temperaturen,
dvs. betydligt mer &n for de andra arterna.
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Vattenbad 37°c och 52°C
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Figur 23 Vitalitet hos fron av hénshirs, skrdppa, italienskt rajgrds och renkavle efter vattenbad vid
temperaturerna 37°C och 52°C (medel och konfidensintervall).

I Figur 24 ar medelvardet for vitalitet for alla arter plottat som funktion av tid. Inga
signifikanta skillnader erh6lls for 37 °C. For 52 °C fanns det signifikanta skillnader
mellan tiderna 2 till och med 30 timmar och mellan 5 till och med 30 timmar. Inga
signifikanta skillnader fanns mellan 10-30 timmar eller 15-30 timmar.

Vattenbad 37°c och 52°C, medelvarde
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Figur 24 Vitalitet som funktion av tid for temperaturerna 37°C och 52°C i vattenbad som
medelvdrde for alla arterna
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Diskussion

Kontrollgruppen

Grobarheten for kontrollerna dr till storsta del i linje med det litteraturen héavdar.
Honshirs avviker dock nagot. I Maun & Barrett (1986) beskrev de hur grobarheten
for honshirs varierar med mognadsgrad och att mogna, lagrade fron, med den
hogsta grobarheten nér 44 % grobarhet. I denna studie var grobarheten hogre, 72
%. Det som gér att notera dr att studien av Maun & Barrett (1986) ar frdn 1986 samt
fran Kanada. En teori dr att arten under snart 40 ar kan ha selekterats fram till en
hogre grobarhet. Dessutom kanske de arter som finns Europa uppvisa andra
egenskaper dn de 1 Kanada. Skrdppa har rapporterats ha en hog grobarhet, 6ver 80
%. I denna studie var den 97 %. Italienskt rajgras ska likt skrdppan ha en hog
grobarhet mellan 90-95 % vilket &r néra studiens resultat pa 93 %. Enligt Moss
(2013) skulle renkavle hélla mellan 40-60 % 1 grobarhet, 1 denna studie var den 40
% for kontrollgruppen. Dock med en stor variation inom kontrollgruppens tre
replikat, mellan 30-70 %. Detta kan eventuellt ha att géra med att skillnaden i
mognadsgraden mellan fréna var stor, da grdset drésade under tiden for
insamlandet. Fron som var omogna och som satt fast i axet blandades med mogna
som latt trilla av.

Rotning vid- 37°C

I denna studie kunde inga signifikanta skillnader erhéllas for groning eller vitalitet
for ndgon huvudfaktor eller samspel. Detta pd grund av att det var mycket liten
overlevnadsgrad efter 2 dygn. For att signifikanta skillnader bor rotning och
vattenbad vid kortare tidsspann testas, till exempel frén 24 timmar fram till och med
48 timmar med 2 timmars intervall. For skrdppa som hade 100% vitalitet efter 48
timmars rotning skulle ett langre tidsspann troligtvis behdvas. Med kontinuerliga
variabler hade en “dose response curve” kunnat skapas vilket skulle bidra till ett
bittre och tydligare beslutsunderlag.

Hygieniseringsmetoderna dr tillrdcklig for avdédning av ogrdsfron.

Som beskrivs 1 bakgrunden &r hygieniseringskravet pa 1 timme i 70°C ett krav for
kommersiella mesofila reaktorer. I denna studie Gverlevde inga froer processen
vilket 1 sin tur gor att Gverlevnaden 1 en mesofil reaktor blir irrelevant och risken
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for att sprida dessa ogrés skulle vara obefintlig. Resultatet &r i linje med studien
fran (Dahlquist et al. 2007) dér de studerade arterna dog inom 40 minuter, &ven om
den studien genomfordes med solarisering och inte i vattenbad.

For termofila processer dr hygieniseringkravet 10 timmars uppehallstid alternativt
70°C 1 en timme. Endast skrdppan skiljer sig signifikant fran de andra arterna vid
52°C for rotning och vattenbad (Tabell 3). I

Figur 23 gér det att urskilja hur skrdppan har hogre vitalitet vid 52°C 6ver tid till
skillnad fran de andra tre arterna. Med tiden som faktor fanns det signifikanta
skillnader och efter 5 timmar upphorde signifikansen att gilla vilket tyder pa att
arterna efter 5 timmar inte lingre &r vitala, med en medel vitalitet under 4% (Tabell
3). Det skall dock poédngteras att skrappan vid 10 timmar inom konfidensintervallet
kan ha upp mot 43% levande froer (Figur 22). Detta dr dock en kombination av
vattenbad och rotning. I denna studie verkar rotning vara dodligare for frona och
endast rotningsprocessen kan ge en légre vitalitet. Mer om detta kommer 1 avsnittet
“vattenbad som indikator”.

Gardsanldggningar

Eftersom gardsanliggningar med max tre anslutna girdar inte har ett
hygieniseringskrav gor det att dverlevnaden i en mesofil rotning sérskilt intressant.
Att fréerna som dr med 1 denna rapport skulle hamna 1 en reaktor av denna typ ar
dessutom hog med tanke pa att dessa reaktorer typiskt matas med ensilage och
gbdsel som har direkt koppling till girdarnas akermark. Skriappa som é&r ett
vanligare ogrés pa djurgdrdar och som dessutom verkar ha en hogre tolerans én de
andra arterna i denna studie skulle ha en storre risk att dtervinda pa dkermarken
som biogodsel. Men med tanke pa att uppehallstiden &r mellan 23 och 63 dagar
(Ahlberg-Eliasson et al. 2017) och att alla froer, inklusive skréppa, dog inom 5 dygn
sd gar det att med storre sdkerhet avfarda risken. I denna studie &dr inte heller
lagringen av rotresten som sker efter uppehéllstiden i biogasreaktorn med i
beaktning, inte heller efterr6tning som appliceras pa vissa gdrdar. Under
efterr6tning och lagring fortsdtter rotningsprocessen, dven om en mesofil
temperatur inte lingre upprétthalls. Darmed forldngs retentionstiden, vilket bor
minska vitaliteten ytterligare. Detta kan dock endast bekréftas eller uteslutas med
fler studier.

Vattenbad som indikator

Den signifikanta skillnaden mellan vattenbad och r6tning for termofila
temperaturen visar pa en signifikant hogre overlevnad i vattenbadet (Tabell 3).
Vattenbad skulle dérfor kunna anvidndas for att midta ett frés maximala
Overlevnadstid 1 en biogasreaktor, alltsd ett “worst case scenario” vid en viss
temperatur och tid. For att bekrifta denna regel bor fler studier med olika
temperaturer inom samma tidsintervall for rotning och vattenbad goras.
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Temperaturens effekt pa éverlevnad

Signifikanta skillnader fanns mellan 37°C och 52°C for vattenbad vilket tyder pa
att temperaturen paverkar vitaliteten. Nér det kommer till artskillnader sé skiljer sig
inte honshirs och renkavle signifikant at. De bada paverkas negativt vid 37 °C och
sedan dnnu mer vid 52°C. Skrippan skiljer sig fran alla arter och hor en hog vitalitet
vid bade 37°C och 52°C. Italienskt rajgris dr relativt opaverkad vid 37 °C och
sjunker sedan dramatiskt vid 52 °C. Detta tyder pa att arterna i1 sig har olika
egenskaper som paverkar deras tolerans mot virme (Tabell 4). Detta bevisas av den
signifikans for groning som erholls for temperatur*art, art*tid samt
temperatur*art*tid. Sddana egenskaper kan vara fysisk groningsvila men ocksé
mognadsgrad och andra skyddande egenskaper hos ett fr6. Mer studier for att
bekrifta detta behdvs dock. Generellt sett dr frona opaverkade vid 37 °C 1 vattenbad
1 tidsspannet 2-30 timmar och som ndmns i diskussionsavsnittet “rétning vid -
37°C” skulle kontinuerliga mitningar efter 48 timmar istillet bidra till att mer exakt
hitta varje enskilds art avdddningshastighet. Aven en signifikant skillnad fanns for
tid*temperatur. Detta stimmer 6verens med den litteraturstudie som jag gjorde
tidigare och dér insamling av data frén 6ver 300 observationer lades samman och
visade pé en dkad dodlighet med 6kad temperatur och tid (Stromberg 2023).

Ovrigt

En intressant observation som gjordes var hur tydlig nidrvaron av mogelsporer var
pa honshirs under groningstiden pa kontrollerna trots sterilisering med klor, medan
honshirs som behandlats genom termofil rotning 1 5 timmar inte visade dessa tecken
pa svampangrepp. Skulle ett svampangripet obehandlat fré do fortare i filt &n ett
rotat fro utan svampangrepp? I en studie av Schniirer & Schniirer (2006) avdddas
mogel 1 en biogasprocess, sérskilt vid termofil temperatur. Det vore dérfor
intressant att undersoka om vitalitet hos froer dirmed skulle kunna 6ka pé de froer
som uppvisar mogelangrepp fore behandling i termofil biogasprocess.

Att skrippa sticker ut i jamforelsen mellan rétning och vattenbad vid 52°C samt vid
jamforelsen vid 37°C och 52°C i vattenbad dr inte s& konstigt om vi atergar till vad
(Westerman & Gerowitt 2013) péstod i sin studie. Dir visade de pd en positiv
korrelation mellan ett fros 6verlevnad i jorden och 6verlevnad i en anaerob rétnings
process. Skrippa som har en dverlevnad pa upp till 80 ar i marken ir ett exempel
pa en art som bor vara tolerant i en rotningsprocess, medan renkavle och italienskt
rajgras, som har en kort primir groningsvila, gror inom ett ar och en liten andel fron
1 sekundédr groningsvila kan leva upp till 3 ar (for renkavle). Detta stimmer Gverens
med resultaten i denna studie (Figur 22) men inga statiskiska analyser har gjorts for
att bekrifta en sddan korrelation.
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4.1 Felkallor

Fran det att frona plockades i juli, till att de testades i januari/februari sa har de
genomgatt processer som kan ha paverka fronas vitalitet och grobarhet. Valet av
plantor och tidpunkt samt férvaringen och hanteringen i behandlingen &r faktorer
som kan ha péaverkat grobarheten och vitaliteten. Som ndmndes 1 metoden drosade
renkavle under juli manad. I pasen som frona kom i fanns flertalet fron som
fortfarande satt kvar pa axet. Detta skulle kunna innebéra att vissa froer inte &nnu
hade mognat, &ven om drdsning skulle indikera att renkavlen var mogen, men att
de frona var svéra att tillgd da de 1att trillar av axet.

Honshirsen uppvisade stor bendgenhet att borja mogla vid groningstest. Om dessa
mogelsporer fatt faste redan i falt eller om hanteringen efter insamlingen ar orsaken
till detta &r svar att bestimma. Trots dessa observationer hade renkavle och hénshirs
dock en normal till mycket god grobarhet och huruvida grobarheten hade varit
hogre vid en annan hantering ar svart att forutspa.

Nar det kommer till behandlingen kan olika observationer bidra till att resultatet
kan ha paverkats. Sddana observationer dr hur filterpapper vid nagra tillfillen
torkade ut pa grund av felaktigt applicerat streckfilm vilket gjorde att fukt kunde ta
sig ut ur petriskdlen. En uttorkad miljo kan eventuellt paverka grobarheten och
kanske vitaliteten av ett fr6. Som ndmnt i introduktionen &r det flertalet faktorer
som avgor om ett fré forsitts 1 groningsvila (Avsnitt 1.4.1). Bland annat faktorer
sasom fukt, ljus och temperatur.

Temperatur dr en annan faktor som bor tas i beaktning. I denna studie anvindes
samma temperatur och fototimmar for alla arterna, d&ven om de troligtvis i
verkligheten har varsina optimum, se avsnitt 1.3.3-1.3.6. Under optimala
forhdllande finns det en chans att frona léttare skulle ldmna sin groningsvila och
didrmed Oka grobarheten. Detsamma giller for behandlingen med tetrazolium. Det
framgar 1 olika texter kring tetrazoliumtest att metoden dr delikat och att sarskilda
tider for olika arter dr bést, &ven om nagon sddan lista inte gér att finna for alla arter
(Sabry & Garay u.4.). I denna studie anvidndes en och samma tid och temperatur f6r
alla arter, &ven om det troligtvis finns ett optimum &ven hér.

For tetrazolium finns dven hir en hel del olika metoder att tillimpa. Till exempel
ar koncentrationen av tetrazolium, huruvida man ska tillsitta 16sningsmedel i
16sningen eller ej samt om frona bor punkteras eller skéras i1 for att tetrazolium ska
na embryot. I denna studie tillsattes inget 16sningsmedel och ingen skada pa froet
gjordes da jag ansag frona vara tillrickligt mottagliga da de under 20 dagar tagit in
vatten och svillt vilket mojliggdr upptaget av tetrazolium. Skrippa som visat sig

48



vara sdrskilt hird skulle eventuellt kunna skdras fore behandlingen med
tetrazolium, men méngden rodfargade fron motbevisade detta enligt mig.

Aven hur rddfirgning av embryon tolkas ir en punkt som ofta tas upp i texterna
kring hur tetrazolium anvénds. Rosafirgade embryon samt delvis fargade embryon
kan ligga till grund for tolkning och dagsformen kan eventuellt péverka
bedomningen. I denna studie gjordes all bedomning av samma person vilket
minskar risken for felmarginaler, &ven om det dr vért att belysas.

Under en del av metoden packades frona i sma pésar (Figur 17). Dessa pésar {orslots
med hjélp av en varmepress som med virmen smalte plasten och dirmed forslot
den 6ppna dnden. En felkilla skulle kunna vara att frona av misstag nuddat eller
kommit ndrma virmekéllan och fétt en virmechock som péverkat vitaliteten.

Vid behandling i vattenbadet fl6t pasarna ibland upp till ytan. Med detta fanns det
eventuellt en risk att temperaturen var ldgre dir. Dodligheten var ocksa ligre i
vattenbadet. Det ska dock poidngteras att alla pasar inte fl6t upp till ytan och
dodligheten dnda var ldgre i vattenbadet. Omrdrningen av vattnet med hjilp utav
doppvirmaren minskar dessutom risken fOr att vattnet nira ytan skulle vara lagre
an 1 andra delar av hinken.

4.2 Slutsats

Sammanfattningsvis ser det ut som att risken for spridning av ogrisfron till
dkermarken ir mycket 13g. Aven den tiligaste av arterna, skrippa, dverlevde inte
laingre an 5 dygn i1 en mesofil rotning. Med tanke pd att kommersiella
biogasanldggningar som rotar animaliska produkter ocksa har en hygienseringstid
pa 1 timme 1 70°C minskar risken ytterligare d4 ingen av arterna dverlevde denna
process. Aven om géirdsanliggningar med firre 4n tre girdar inte alltid har en
hygieniseringprocess sa dr uppehallstiden ofta dver 20 dagar, vilket &r tillrackligt
for avdodningen. Nar det kommer till termofila processer dr dven hér risken for
spridning liten da det fanns en signifikant skillnad mellan 5 och 10 timmar samt en
vitalitet <4% vid 10 timmar. For skrdppan enskilt kan dock risken vara storre och
fler studier for att sdkerstélla risken bor genomforas. Att anvianda vattenbad som ett
forsta steg 1 processen for att undersoka en arts tolerans mot temperatur dver tid kan
vara en god idé da det fanns en signifikant skillnad mellan rotning och vattenbad
for den termofila behandlingen dér vattenbadet visade en hogre vitalitet. Detta &r
dock endast ett forsok och fler studier med andra temperaturer och tidsintervall for
bade rotning och vattenbad behdvs for att bekréfta pastdendet. Att anvinda sig av
vattenbad som maximal riskbeddming ar enkelt d4 avancerade biogasreaktorer,
farskt substrat och annan specialutrustning inte dr nodvandigt.
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Tips pa framtida studier / forbéttringar av denna studie

o For bittre och mer palitliga resultat bor fler replikat och fler froer per
replikat anvidndas.

e Studera overlevnadsgraden for fron med olika mognadsgrad.

e Huruvida fron paverkas av ammoniak, en sa kallad ammoniakinhibering.

e Testa andra arter av ogrés 1 rotning samt vattenbad.

e Andra substrat - spelar ympens sammanséttning nagon roll?

e Vad dr det i rotningssubstratet som inhiberar groning? Testa olika typer av
rotningar med fokus pa hydrolys, pH, ammoniak etc.

e Titare mitdata i spannet for avdodning i den termofila rétningen och
vattenbadet for att pa sd sitt kunna analysera datan kontinuerligt och da
kunna identifiera en dose respons kurva.

e Testa vattenbad och rétning i samma temperatur och tidsintervaller for att
bekrifta att vattenbad skulle kunna anvindas som indikator {or fréer frdn en
art och dess overlevnad.

e Liangre tidsintervall for mesofilt vattenbad, ca 2 dygn och sedan tétare
mitintervall i mesofilt vattenbad och rotning vid tiden for avdédning.

e Testa skillnaden for froer med hért eller tjockt skal
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Biogddsel och biogas dr tva produkter frdn rétningen av organiskt material
(rotsubstrat) 1 en biogasreaktor. Biogddseln kan spridas pa de svenska ékrarna som
ett miljovénligt alternativ till handelsgddsel. Biogasreaktorn matas med organiskt
material fran en médngd olika killor, men vad hinder om du matar en biogasreaktor
med biomassa insamlat fran diken som kanske innehaller invasiva ogrésarter, som
dessutom dr resistenta mot bekdmpningsmedel? Skulle biogddseln agera som en
frobomb pa de svenska &kermarkerna och skapa en okontrollerbar situation? I
denna studie besvaras fragor som &r kopplade till fronas Overlevnad i en
biogasreaktor och vilka konsekvenser detta har i praktiken. De fyra ogrésarter som
har studerats &r sadana som verksamma inom jordbrukssektorn anser viktiga att
minska. Dessa dr renkavle, skrdppa, honshirs och italienskt rajgrés. Fron fran
arterna placerades 1 ett vattenbad och i rdtningssubstrat 1 37°C och 52°C 1 2-30
timmar och 1 2-30 dagar f6r 37°C i rotningssubstrat. Nar behandlingen var klar
kontrollerades fronas Overlevnad. Det visade sig att det fanns en skillnad mellan
behandling i vattenbad och genom rétning, med en hdgre 6verlevnad for de fron
som behandlats 1 vattenbad. Ett vattenbad kridver enklare utrustning och ar darfor
en bra forsta metod att anvdnda for att utvirdera ett sirskilt ogrésfros maximala
Overlevnad i en biogasreaktor. Vidare dog alla arter inom 5 dygn genom rétning i
37°C och inom en timme 1 70°C 1 ett vattenbad (hygienisering). Detta innebér att
lantbrukare som har en biogasreaktor inte bor vara oroliga att sprida levande
ogrisfroer av dessa arter pa sina akrar nér de rotar det organiska materialet i lingre
an 5 dygn och att biogasanldggningar men hygiensiering vid 70°C 1 en timma inte
behover oroa sig for att sprida levande ogrésfroer. Fron som behandlats 1 52°C i
vattenbad och i termofil rétning dog inom 10 timmar, vilket dven detta ar ett
hygieniseringskrav och ddrmed visar att risken for spridningen efter denna typ av
behandling ar liten. I studien gick det ocksa att se vissa samspel sdsom mellan art
och temperatur och tid. Vissa arter sdsom skréppan overlevde en léngre tid och i
hogre temperaturer én de andra arterna. Italienskt rajgrds visade ocksa hogre
overlevnad i 37°C men samre i 52°C. Detta betyder att det finns artspecifika
egenskaper som gor att de dr mer eller mindre taliga i vissa temperaturer och
tidsintervall. Det fanns dven ett samspel mellan temperatur och tid vilket innebér
att tid och temperatur tillsammans paverkar vitaliteten, vilket bekridftar den
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sammanstdllning forfattaren gjort i en tidigare litteraturstudie. I framtida studier bor
liknande experiment utforas for att bekréfta regeln samt for att finna fler intressanta
resultat inom spannet for avdddandet. Till exempel skulle andra arter kunna
studeras och inom ett tétare tidsintervall.
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