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Abstract

Undesired microorganisms like yeast and mould are present on the green forage at harvest. A
successful ensiling based on lactic acid producing bacteria may reduce the number of
detrimental microorganisms that affects the fodder quality negatively. Yeast may however
survive during the storing period and is considered to be the initiating factor of aerobic
deterioration of the silage after opening the silo. By respiring glucose and lactate, producing
carbon dioxide, water and heat, the quality of the feed is lowered with increased pH, heating
of the forage and further deterioration by mould and aerobic bacteria starts. The purpose of
this study was to screen the field flora of yeast in fresh grass at 15 different farms in different
parts of Sweden, and to analyze connections between different management factors and yeast
counts.

The most common species that were found were all from the genus Cryptococcus. These
species are however generally not considered to be involved in aerobic deterioration since
they lack the ability to ferment and assimilate lactate. The species identified were rather
evenly spread over all farms in the study. A tendency could be seen for yeast counts to be
higher in the second harvest compared to the first harvest, and also to increase with increased
sward age. To gain more knowledge about yeast species that initiate aerobic deterioration,
further research involving determination of yeast species surviving the ensiling period is
recommended.

Sammanfattning

Oodnskade mikroorganismer som jdst och mogel finns naturligt pd gronmassan som kors in
fran akern. Det &r viktigt att minska antalet av dessa eftersom foderkvalitén kan paverkas
negativt. Ett sitt att gora detta dr att konservera gronmassan genom ensilering. Ett fenomen
som kan uppkomma nér silon Oppnas dr varmgéng i ensilaget, och jdst anses vara den
initierande faktorn till detta. Genom att jisten respirerar glukos och laktat och producerar
koldioxid, vatten och vdrme sidnks den nédringsmaéssiga kvalitén pé fodret, pH hdjs och fodret
blir varmt. Eftersom olika jéstarter har olika egenskaper ar det viktigt att veta vilka som finns
ndrvarande innan, under och efter ensilering. Méngden jidst som finns pa grénmassan kan
ocksé variera. Darfor var syftet med denna studie att bestimma faltfloran av jést i grénmassan
pa 15 olika gardar runt om i Sverige. Vidare studerades hur mingden jist paverkas av olika
managementfaktorer och forhallanden vid skord. Samband mellan olika managementfaktorer
samt forhallanden under skord och midngden jist studerades ocksa.

De vanligaste arterna som hittades var alla av sldktet Cryptococcus, som generellt inte anses
vara bidragande till varmgangsprocessen eftersom dessa inte kan fermentera laktat. De olika
arterna var jimnt spridda mellan de olika gardarna. Gronmassan frn andra skorden tenderade
ha en hogre méngd jdst jamfort med gronmassan fran forstaskorden och méngden jést
tenderade att 6ka med 6kad vallélder. For att fa 6kad kunskap om vilka jéstarter som initierar
varmgéang vid uttag rekommenderas vidare forskning dér dven de jistarter som Overlever
ensileringen analyseras.



1. Introduktion

Mikroorganismer som jist, mogel och bakterier finns naturligt pd gronmassan som kors in
fran akern (Pahlow et al., 2003). Genom syretdt lagring erbjuds goda betingelser for
mjolksyrabakterier (LAB) att tillvixa och en konserveringseffekt uppstar, kallad ensilering.
Genom ensilering kan antalet odnskade mikroorganismer som bakterier (t.ex. klostridier) och
jast minskas vilket dr av storsta vikt for att producera ett ensilage som dr av bra foderkvalité,
bade ndr det géiller nédring och hygien (Holmes och Muck, 2007). Ett fenomen som ofta
uppkommer vid 6ppning och uttag av ensilage dr varmgang. Jist anses vara den initierande
orsaken till detta (Jonsson och Pahlow, 1984; McEniry et al., 2007; Koc et al., 2009). Genom
att jasten respirerar substrat som glukos och laktat vilket bildar véarme, koldioxid och vatten
sinks fodervérdet och torrsubstanshalten (ts-halten), medan pH hdojs (Lindgren et al., 1985;
Holmes och Muck, 2007). Detta underléttar tillvixt for andra odnskade mikroorganismer som
ar kénsliga for lagt pH.

Jastsléktet har stor diversitet och de finns ocksa i manga olika nischer i naturen. En del har
formagan att fermentera, en del kan anvénda laktat som substrat vid utvinning av energi och
de kan vixa under bade aeroba och anaeroba forhdllanden. Beroende pa omstiandigheterna
vaxlar den dominerande arten (Jonsson och Pahlow, 1984; Middelhoven och van Baalen,
1988; Jonsson et al., 1990). Omsténdigheterna kring skord och lagring har stor inverkan pa
hur mycket jést som finns i silon under lagring. Det har t.ex. visats att fortorkning till ts-halter
runt 50 % leder till att antalet jdst 6kar i den farska gronmassan (Jonsson och Pahlow, 1984;
McEniry et al., 2007) och att om syre ldcker in under lagring okar risken for varmgang nar
silon sedan 6ppnas (McEniry et al., 2007).

Syftet med foreliggande studie var att undersoka féltfloran av jist péd ett antal gardar pé olika
platser i Sverige, och bestimma vilka arter som var vanligast forekommande. Hur olika
managementfaktorer samt forhallanden vid skoérd paverkade méngden jéast i gronmassan
undersoktes ocksa.

1.1 Ensileringsprocessen

Vixternas respiration och utvinning av lattlosliga kolhydrater pagar fortfarande da grédan
skordats och ldggs in i silon. Restprodukterna blir koldioxid, vatten och viarme (Muck et al.,
2003). Hur mycket substrat som finns tillgidngligt for respiration beror pé snittlingden hos
grodan, skordetidpunkt, grodans art, och hur lang tid det tar innan grodan tas hem fran faltet
(Muck et al., 2003). Hur lang tid det tar innan allt syre ar forbrukat nér silon vél &r tiackt beror
pa ett antal faktorer, som grodans snittlingd och packningstid (Holmes och Muck, 2007).

Jast, mogel och andra bakterier dr ocksa fortfarande aktiva. Efter att silon stingts och syret har
forbrukats paborjas fermentationsfasen, dir LAB kan borja arbeta. Denna fas pagar intensivt
ungefér en vecka (Pahlow et al., 2003). En lyckad fermentering innebar en hog produktion av
laktat vilket ger en snabb pH-sdankning. Under denna period konkurrerar dock LAB med andra
fakultativa och obligata anaeroba mikroorganismer om substraten fran grénmassan, vilket
paverkar fermenteringsfasens utgéng. Niar pH sdnks upphor aktiviteten av alltfler
konkurrerande bakterier for att till slut helt domineras av LAB som tal lagt pH bast. Till slut
inhiberas ocksa LAB genom det laga pH-virdet i silon och under sjélva lagringen av ensilaget
hénder relativt lite, sa lainge som silon &r syretdt (Muck et al., 2003; Pahlow et al., 2003).
Bakterier 4r avdddade eller inaktiverade som endosporer. Aven syra-toleranta jdstarter ir
inaktiverade (Pahlow et al., 2003).



Nér silon vél 6ppnas far syret fritt tilltrdde. Nér detta sker kan framforallt jist men dven
bakterier borja vixa till. Genom att vissa arter av jédst anvinder laktat som substrat vid
respiration hojs pH i silon, temperaturen 6kar och néringsvirdet minskar, vilket dr negativt for
bade djur och lantbrukare. Detta fenomen kallas ofta for varmgang (Pahlow et al., 2003).

1.2 Jast

Jast &r fakultativt aeroba, eukaryota mikroorganismer som forokar sig genom knoppning. De
huvudsakliga fermenteringsprodukterna for jast ar etanol och koldioxid (Pahlow et al., 2003).
Aven flyktiga fettsyror (VFA) som acetat, butyrat, propionat och koldioxid bildas i smé
méngder (Middelhoven och van Baalen, 1988). Under aeroba forhdllanden respirerar jdsten
ddr vissa arter anvander laktat som substrat (Yimin et al., 1999).

Flera olika arter av jést har isolerats fran olika grodor, och sammanséttningen verkar skilja sig
mellan olika faser i ensileringsprocessen (Jonsson och Pahlow, 1984; Middelhoven et al.,
1990). 1 studier av farsk majs hittades Candida ingeniosa, Cryptococcus laurentii,
Sporoblomyces roseus, Sporidiobolus salmonicolor och Rhodotorula rubra. Nar majsen
ensilerades och ensileringsprocessen hade paborjats och péagatt i tva dagar hittades foljande
arter i majsensilaget: Candida holmii, C. milleri, C.krusei, C. lambica, C. famata, Geotrichum
candidum och Wickerhamomyces anomalus (kallades tidigare Hansenula anomala och Pichia
anomala) (Middelhoven och van Baalen, 1988). Aven Saccharomyces dairensis har hittats i
majsensilage (Middelhoven och Franzen, 1986). Nir ensilaget utsattes for syre forekom
Candida holmii, C. lambica och C. milleri (Middelhoven och van Baalen, 1988). Antalet jast
(colony forming units/g) dndrades under hela ensileringsprocessen. P4 den firska majsen
fanns ca log 5 cfu/g. Efter att ha ensilerats i tvd veckor var jdstantalet under ensileringen som
hogst, log 7 cfu/g. Direfter minskade antalet ater till ca log 5 cfu/g. Efter att ha utsatts for syre
1 100-150 timmar var antalet log 8,5-9,5 cfu/g (Middelhoven och van Baalen, 1988). P4 farsk
gronmassa av grds hittades jast fran flera olika sldkten, t ex Cryptococcus, Rhodotorula,
Sporobolomyces, Aureobasidium och Torulopsis. Under anaeroba forhallanden var arter av
Saccharomyces-slaktet de dominerande i ensilage, men négra isolat av sldktena Candida och
Hansenula hittades ocksa (Jonsson och Pahlow, 1984). Under aeroba forhallanden forekom
flera arter av sldktet Candida, men é&ven isolat av Wickerhamomyces anomalus och
Trichosporon variabile hittades (Jonsson och Pahlow, 1984; Jonsson et al., 1990). Vid ytan
pa balar som drabbats av varmgéng hittades Candida lambica och Wickerhamomyces
anomalus (Jonsson et al., 1990).

Det ér troligtvis jastens fysiologiska egenskaper som gor att sammanséttningen av arter skiljer
sig under ensileringsprocessen. Dessa egenskaper verkar ocksa kunna skilja sig mellan olika
stammar av samma art. [ firsk gronmassa hittas framst aeroba jéstarter, under ensilering och
under lagring 6kar laktatassimilerande och fermentativa jastarter (Jonsson och Pahlow, 1984;
Middelhoven och van Baalen, 1988; Pahlow et al., 2003). Nar varmgéang upptriader Okar
dessutom diversiteten hos de laktatassimilerande jastarterna (Lindgren et al., 1985). Ett
ensilage kan innehalla log 2 cfu laktatassimilerande jést/g torrsubstans utan att varmgéang
uppkommer (Jonsson och Pahlow, 1984).

Arter som hittats pa farsk majs (Candida ingeniosa, Cryptococcus laurentii, Sporoblomyces
roseus, Sporidiobolus salmonicolor och Rhodotorula rubra) ar alla arter som &r kédnsliga for
attiksyra och som inte heller kan assimilera denna syra vid pH 4. Déaremot har alla utom C.
ingeniosa befunnits kunna tillgodogora sig laktat och etanol i varierande méangd
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(Middelhoven och van Baalen, 1988). Arter av sldktena Cryptococcus, Rhodotorula,
Sporoblomyces, Aureobasidium och Torulopsis som isolerats fran farsk gronmassa ansags
generellt inte kunna fermentera eller tillgodogdra sig laktat alls (Jonsson och Pahlow, 1984).
Under ensileringen hittades andra arter som fermenterade glukos i stor utstrickning men som
ocksa visade sig kunna fermentera laktat (Candida lambica, Candida krusei,
Wickerhamomyces anomalus och vissa arter av Saccharomyces) (Jonsson och Pahlow, 1984;
Middelhoven och van Baalen, 1988; Jonsson et al., 1990).

1.3 Varmgang vid uttag

Aerob stabilitet definieras som det antal timmar ensilage kan utsétts for syre innan en
temperaturokning pa 2° C dver omgivande temperatur sker (O'Kiely, 1993 citerad av Cherney
och Cherney, 2003). En 6kning av pH-virdet till 6ver 7 pa tre dagar, samt en 6kning av
jastantal till log 9 1 silon, anses bdda vara tecken pé att varmgéang har initierats (Jonsson och
Pahlow, 1984). Varmgéng upptréder i nérvaro av syre, ett tillrdckligt hogt antal jastsvampar,
tillgdng pa substrat for dessa mikroorganismer, temperatur dver 4° C och en ts-halt under 80
% (Holmes och Muck, 2007).

Fortorkning pa filt sker for att hoja ts-halten och koncentrera VFA, och olika fortorkningstid
(och da ocksa ts-halt) kan paverka jéastsvampars tillvixt och dédrmed hur mycket jist som
foljer med grédan in i silon (McEniry et al., 2007). I ett férsok provades olika fortorkningstid
pa olika vallsammanséttningar for att titta pa hur detta kunde paverka ensileringsegenskaper
hos rundbalar. Forekomsten av jist i gronmassan 6kade med 6kande fortorkningstid och var
som hogst efter 24 timmar (log 3 cfu/gram) vid en ts-halt pa 46,5 % (McEniry et al., 2007).

I borjan av ensileringen (den forsta veckan) kan antalet jast na ett antal pa ca log 7 cfu/gram.
Allt eftersom lagringen fortgdr minskar antalet jast (Jonsson och Pahlow, 1984). Vid
Oppningen av silon kommer syre dterigen bli tillgdngligt for den jést som finns kvar och den
borjar da respirera. Denna respiration orsakar ts-forluster eftersom substraten framst &r VFA
och laktat (Lindgren et al., 1985; Holmes och Muck, 2007). S& smaningom hojs pH-vérdet,
och mogel och bakterier kan d& borja tillvixa. Detta accelererar varmgangen och fodret blir
snabbt forstort (Ranjit och Kung, 2000). Hur snabbt det gar piverkas ockséd av temperaturen
utanfor silon. I ett forsok jamfordes méangden jist (log cfu/g) och koldioxidproduktionen
(COy) fran densamma. Vid inldggning fanns det log 5 cfu/g majsensilage. Efter ensileringen
fanns det vid temperatur 20° C, 30° C och 37° (i kontrollensilagen) log 6, log 5 och log 2 cfu
jast/g. Efter att ensilaget hade utsatts for syre i fem dagar vid de olika temperaturerna hade
antalet jast 1 ensilagen vid de hogre temperaturerna dkat upp till log 6 cfu/g. Ensilaget som
forvarats vid 20° C var i stort sett ofordndrat. Hogst koldioxidproduktion hade ensilaget i den
hogsta temperaturen (114 g/kg ts), medan ensilaget som forvarats vid 20° C hade en
produktion pa 30 g CO,/kg ts (Koc et al., 2009).

Forekomst av syre under lagring 6kar chanserna for jistsvampar att verleva och véxa till,
speciellt de laktatassimilerande jastarterna (Jonsson och Pahlow, 1984; Lindgren et al., 1985).
Borreani och Tabacco (2010) jaimforde forekomsten av antalet jist och mogel i olika delar av
54 olika plansilos. Torrsubstanshalten och pH var andra variabler som mattes. I mitten av
silon uppmittes ett jast- och mogelantal pa log 2,93 respektive log 1,76 cfu/g (medelvirden).
Ts-halten var i medeltal 34,3 %, och pH ca 3,64. 1 de perifera omradena var jédst- och
mogelantalet hogre (5,48 respektive 3,71 log cfu/g). Torrsubstanshalten var lagre (34,1 %)
och pH hogre (4,97). Dar mogel var direkt synligt var siffrorna log 6,33 cfu/g for jast och log
8,0 cfu/g for mogel. Torrsubstanshalten var 33,4 % och pH 6,84. Temperaturen 1 mitten av
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silon anvindes som referenstemperatur (medeltemperatur 18,6° C), och i de perifera
omradena var temperaturen forhdjd med mellan 10° C och 13,3° C (medelvéirden). Den
omgivande temperaturen péverkade temperaturen ungefir 200 mm in i silon vid
utfodringsfasen. Detta fynd stods dven av Lindgren et al. (1985) som fann att stabiliteten hos
ensilaget var som kortast vid ytan av silon, och betydligt bittre pa 1,6 meters djup. Aven i
detta forsok hittades flest jastsvampar pa ytan av silon dér syre troligtvis kunnat passera in
under fermenteringsprocessen.

Densiteten i det packade ensilaget avgor hur langt in i silon syret nér, och d& ocksé hur stora
ts-forlusterna blir. En hdgre densitet gor ocksé att mer ensilage far plats i silon (Holmes och
Muck, 2007). Torrsubstanshalten spelar stor roll. For plansilo finns rekommendationer pa en
ts-halt mellan 30-40 %. Torrare groda dr mer pords och svdrpackad vilket okar risken for
syreintrang djupare in i silon (Holmes och Muck, 2007). Hackad gronmassa har visat sig ge
farre porer i ensilaget, troligtvis for att det kortare gréset &r ldttare att packa (McEniry et al.,
2007). Andra faktorer som paverkar densiteten i en plansilo ar hur tjockt lager gronmassa som
packas varje géng, samt forhéllandet mellan vikten pa maskinen som packar och packningstid
per ton gronmassa (Muck och Holmes, 2000).

2. Material och metoder

2.1 Insamling av prover

Gronmasseprover samlades in frén 15 olika gardar pd varierande platser runt om i Sverige.
Urvalskriterier for gardarna var att tillsatsmedel inte anvdndes annat dn sddana som é&r
baserade pa mjolksyrabakterier. Ensilaget skulle helst lagras i plan- eller slangsilo. Gard 1 och
2 fanns i norra delen av landet, gardarna 3-8 fanns i mellersta, 6stra delen och gardarna 9-15
fanns i sydostra delen (figur 1). Atta prover samlades in under forsta skorden, resterande sju
under andra skorden (tabell 1). Provets volym var pé ca en liter och togs frén en specifik dker
pa den enskilda girden. Insamlingsdatum, insamlingsstélle, silotyp och eventuell anvéndning
av tillsatsmedel noterades (tabell 1). Lantbrukarna intervjuades i samband med provtagning
angdende vidderforhdllanden vid skord, vallsammansittning, maskinpark etc. (bilaga 1).
Uppfoljning gjordes genom telefonintervjuer huruvida lantbrukarna haft problem med
varmgang i ensilaget varifrdn gronmasseproven togs.

2.2 Transportering och lagring av prov

Gronmassaprovet transporterades i en kylvidska med kylklampar. I vissa fall skickades proven
med post och dé i vadderade kuvert, ocksd med kylklampar i. P& laboratoriet férvarades de i
kylskép till dess att det var dags att odla fram mikroorganismer fran dem. Tiden som forflot
mellan provtagning och odlingsstart var olika for de olika proven (2-36 timmar). Det var mer
praktiskt dn att odla ett prov for sig varje gang.

2.3 Odling av prov

For att isolera mikroorganismerna fran gronmassan blandades 30 gram prov (vatvikt) med
270 ml autoklaverad Ringerldsning (0,04 M) (tva tabletter till en liter avjoniserat vatten).
Gronmassan véigdes upp i en Stomacher-pase, dérefter tillsattes Ringerlosningen. Provet
behandlades i Stomacherapparat (Laboratory blender Stomacher 3500, Seward Ltd, Worthing,
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West Sussex, UK) i 60 sekunder i tvd omgéangar vid ”"Normal hastighet”. Diarefter fordes en
del av vitskan &ver till ett provror. Denna vétska spdddes dérefter stegvis i tiondelar (dvs. 1
ml pipetterades till ett provror med 9 ml ringerlosning osv). Dérefter togs 0,1 ml fran varje
spadning och racklades ut pa tvd malt extrakt agar-plattor (MEA-plattor) med 120 mg
cykloserin per liter agar (6 ml/l av cykloserinlosning dir 20 g cykloserin 16sts i 1 liter vatten).
Cykloserinet tillsattes for att inhibera viss bakterietillvdxt. Plattorna fick sedan sta i ca 30
minuter och inkuberades sedan (upp och ner) i varmeskép (Termaks, Bergen, Norge) i 25° C i
tre dygn, varefter antalet jastkolonier rédknades, innan plattan aterigen inkuberades i 25° C
under tvd dygn innan de ater rdknades. Darefter renstroks ett antal kolonier fran varje gérd pa
nya MEA-plattor med antingen cykloserin (120 mg/l, forsta skord) eller penicillin och
streptomycin (6 ml/l av vardera antibiotika, andra skord), detta for att inhibera viss
bakterietillvaxt. Att tre olika antibiotika anvéndes berodde pa att plattorna fran forsta skorden
blev 6vervuxna av mikroorganismer véldigt fort, vilket gjorde det svart att f& rena kolonier att
arbeta med. Dérfor byttes antibiotikan ut till andra skérden. Mellan 10 till 19 kolonier valdes
frén varje gard genom en okulér besiktning. Kolonierna som var luddiga och mogelliknande
uteslots. Helst skulle alla kolonier som valdes vara jist, men eftersom vissa bakterier kunde
vixa pa plattorna med antibiotika var det oundvikligt att nagra bakteriekolonier oavsiktligt
valdes ut. De utvalda kolonierna inkuberades 1 25° C i fem dagar i Yeast Extract Peptone
Dextrose-medium (YPD-medium). Genom att aterigen besiktiga kolonierna okulért bestdmdes
darefter vilka som var jdst och de som ansdgs vara bakteriekolonier utesldts.

Figur 1. Geografisk placering av de gardar som deltog i studien.



Tabell 1. Insamlingsdatum, insamlingsstélle, silotyp och eventuell anvandning av tillsatsmedel pa de
15 gardar som inkluderades i studien

Gards- Datum fér Insamlingsstalle  Packat/ej  Silo-typ Anvandning av
nummer insamling packat tillsatsmedel?
och
plats

Gard 6 5 juni Hackat, hemkdrt  Ej packat Plansilo Nej
(1:a skord)
Uppsala

Gaérd 8 5 juni Hackat, hemkdrt  Packat Plansilo Ja, mjolksyra-
(1:a skord) bakterier
Uppsala

Gard 7 6 juni Hackat, hemkort — Ej packat Slangsilo Nej
(1:a skord)

Storvreta

Gard 3 7 juni Hackat, hemkdrt  Ej packat Slangsilo Nej
(1:a skord)

Tierp

Gard 5 11 juni Hackat, hemkort  Ej packat Slangsilo Nej
(1:a skord)

Mankarbo

Gard 4 12 juni Hackat, hemkort — Ej packat Slangsilo Nej
(1:a skord)

Orbyhus

Gard 1 13 juni Hackat, hemkort — Ej packat Plansilo Nej
(1:a skord) med tak
Ostersund

Gard 2 13 juni Hackat, hemkort ~ Packat Plansilo Nej
(1:a skord) med tak
Ostersund

Gard 14 6 juli Hackat, hemkort  Ej packat Plansilo Ja, mjolksyra-
(2:a skord) bakterier
Mililla

Gard 15 14 juli Hackat, péa akern Plansilo Nej
(2:a skord)

Horn

Gard 10 16 juli Hackat, hemkort — Ej packat Plansilo Nej
(2:a skord)

Eksjo

Gard 13 17 juli Hackat Plansilo Nej
(2:a skord)

Flen

Gard 12 18 juli Hackat, hemkort  Ej packat Plansilo Nej
(2:a skord)

Kopingsvik

Gard 11 21 juli Hackat, hemkort  Ej packat Plansilo Nej
(2:a skord)

Degerhamn

Gard 9 26 juli P& ékern, hackat Ejpackat Rundbal Nej
(1:a skord) pa labb

Hultsfred




2.4 Utrakning av antalet jastkolonier

For att fa ett ungeférligt virde pd mingden jdst i gronmassan fran varje gard gjordes en
uppskattning genom formeln

CitCot.. 4Gy

Wi+Wot.. AW,

dir C;+Cy+...+C, dr antalet kolonier rdknade pa olika plattor och W;+Wy+...+W, ir
motsvarande spadningsfaktor (enligt Niemeld, 1984).

2.5 0dling av jastisolat till fryskultur och for DNA-extraktion

De renstrukna kolonierna ympades sedan dver i odlingsror med 4 ml YPD-agar (10 g
jastextrakt/l, 20 g bakteriologiskt pepton/l, bdda fran Becton Dickinson Company, Sparks,
Maryland, USA samt 20 g glukos/l). De inkuberades pé skakbord i 25° C i 48 timmar. For att
sdkert veta att det var jést och inte bakterier som véxte i odlingsroret gjordes dérefter en
undersokning i mikroskop. Endast de prover som var jést anvidndes vidare. 1 ml av varje prov
blandades med 1 ml glycerol och frystes in i -70° C. 1 ml av denna kultur anvédndes sedan till
DNA-extraktion (se nedan).

2.6 DNA-extraktion

DNA-extraktion gjordes enligt Liberal et al. (2005) med nagra modifieringar. 1 ml av provet
centrifugerades i eppendorf-ror i tvd minuter (21 000 varv, Thermo Scientific Heraeus Fresco
21 centrifuge, Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachusetts, USA), supernatanten
togs dérefter bort. Pelleten 16stes upp i 200 pl TE-buffer (100 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA),
200 pl 6 % natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS)-16sning tillsattes och
16sningen skakades med vortex (Vortex genie 2, Scientific Industries, New York, USA) i en
minut pd hogsta hastighet. 50 ul 3 M K-acetat tillsattes ddrefter och 16sningen lamnades i
rumstemperatur i fem minuter och centrifugerades sedan i fem minuter. 400 ul av
supernatanten dverfordes till ett 2 ml eppendorf-rér och 1200 pl kall etanol (-20° C) tillsattes.
Losningen stod i fem minuter i rumstemperatur och centrifugerades sedan i fem minuter
(21 000 varv) och supernatanten togs bort. Pelleten torkades i sterilbénk i ca 30-60 minuter
tills den var helt torr och 16stes sedan upp i 50 pl RN Ase-fritt vatten.

2.7 PCR-korning

Till varje PCR-prov gjordes en blandning i eppendorf-rér som bestod av 1 pl 5' forward
primer (NL 1), 1 pl 3' reverse primer (NL 4) samt 21 pul RNAse-fritt vatten. Detta dverfordes
sedan till Illustra™ purReTaq Ready-to-go PCR Beads (GE Healthcare UK Limited, Little
Chalfont, Buckinghamshire, United Kingdom). Till detta togs sedan 2 pl av det extraherade
DNA:t. Koncentrationen i varje ror av varje dNTP blev da 200uM, 50 mM KCI och 1,5 mM
MgCl,. Detta centrifugerades sedan i ca en minut (Microspin FV-2400, Biosan, Riga,
Lettland). I den inledande fasen av PCR-programmet skedde initial denaturering (94°C i 2
minuter), dérefter 30 cykler (94°C 1 30 sekunder, 50°C i 30 sekunder och 72°C i 1 minut) och
till sist elongering (72°C i 5 minuter) (MiniCycler™, MJ Research Inc., St. Bruno, Quebec,
Kanada).
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2.8 Gel-elektrofores

2 ul loading dye (6X), 8 ul avjoniserat vatten samt 2 pl av PCR-provet tillsattes i 1.5 ml
eppendorfrér. 10 pl av varje prov 6verfordes sedan i brunnar pa agaros-gel (10 g/liter) med 30
ul etidiumbromid. Som buffer anviandes 0,5X TE-buffer. Proven kordes sedan i ca en timme,
med 100 V och 80 mA. Proven avlistes sedan i Bio-Rad Gel Doc™ XR Universal Hood
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornien, USA). De prov som hade ett tydligt band
fungerade och gick sedan vidare till rening. Detta steg gjordes for att se att alla prov innehdll
DNA infor sekvensering (se nedan).

2.9 Rening av PCR-produkt

For rening av PCR-produkt anvindes QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN,
Diisseldorf, Tyskland). 5 volymer av PB-buffer tillsattes till 1 volym av PCR-produkt (23 pl
PCR-produkt och 115 pl PB-buffer, i eppendorf-rér) och vortexades. Blandningen flyttades
sedan dver till en QIAquick kolumn och centrifugerades i en minut (13 000 rpm, Heraeus
Biofuge Pico, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusets, USA). Den 6verflodiga
vitskan kastades. 750 ul PE-buffer tillsattes till kolumnen och provet centrifugerades i en
minut (13 000 rpm). Den dverflodiga vatskan kastades innan provet dterigen centrifugerades i
en minut (13 000 rpm). Kolumnen flyttades sedan over till ett rent eppendorf-rér, och 50 pl
EB-buffer tillsattes. Provet centrifugerades sedan i en minut (13 000 rpm) och den renade
PCR-produkten frystes ner i -20°C.

2.10 Forberedelse infor sekvensering

5 pl av 5 pM NL4-primer tillsattes i eppendorf-ror och dérefter tillsattes 5 pl av den renade
PCR-produkten. Dessa skickades sedan ivdg till Macrogen (Amsterdam, Holland) for
sekvensering.

2.11 Artbestdmning av jast

De olika jastsekvenserna jamfordes med sekvenser i NCBI's (National Center for
Biotechnology Information, Bethseda, Maryland, USA) databas med hjilp av programmet
BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990).

2.12 Statistisk analys

Det statistiska analyspaketet SAS (SAS 9.3, SAS Institute Inc. Cary. NC. USA) anvindes och
samtliga uppgifter fran enkéten som beskrev skorden och hanteringen av gronmassan testades
for korrelation (Pearson korrelationskoefficient) med den totala méngden jist (log cfu jast/g),
och med antalet jéstarter funna i provet frdn gronmassan pa respektive gard. Variabler som
kunde forvéntas paverka méngden jédst i gronmassan och som uppvisade en antydan till
korrelation (p<0,15) studerades vidare i variansanalys med SAS och proceduren General
Linear Models.
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3. Resultat

3.1 Antalet mikroorganismer i ursprungslésningen (jast och bakterier) och
andelen jast

Redovisningen av antalet jistsvampar baseras pa antalet mikroorganismer som réknades dag
tre pa plattorna. Plattorna rdknades dven dag fem och da korrigerades det for eventuella
mogelsvampar som felrdknats som jist dag tre eller missad jést/bakterier. Dock var tillvixten
pa plattorna sa kraftig att manga plattor var 6vervuxna dag fem, vilket gjorde dessa mycket
svarrdknade. Darfor anvdndes dessa viarden endast for att korrigera rdkningen av det som
ansags vara jast dag tre. Antalet jast och bakterier varierade mellan log 5,15 till log 7,23 cfu/g.
Efter renstrykningen av 10-19 kolonier per gard pA MEA-plattor och efterféljande inkubering
1 YPD-medium visade det sig vid okuldrbesiktning i mikroskop att ett varierande antal av det
som antagits vara jast istéllet var bakterier. Andelen som konstaterades vara jist efter YPD-
inkubering i forhdllande till totalantalet YPD-inkuberingar anvédndes for att uppskatta den
verkliga jastforekomsten i gronmassan pa respektive géard (tabell 2). Darefter multiplicerades
procentsatsen jast med antalet riknade mikroorganismer pd plattan for att fa fram ett
ungefarligt virde pa jistantalet. Det var en stor variation mellan gardarna nir det géiller antalet
jast, fran 0 eller lagsta detektionsgrinsen till log 7,08 cfu/g. Pa fyra gardar visade det sig att
inget av de prov som renstrukits och inkuberats i YPD-medium var jést.

Tabell 2. Antalet jast och bakterier (log cfu/g) i gronmassa beraknad efter odling pa agarplattor,
andelen kolonier konstaterad som jast efter omympning av slumpmassigt urval, samt resulterande
totalantal cfu jast per g grénmassa

Gard Jast och bakterier,  Andelen jast Jast,

log cfu/g log cfu/g
1 5,15 0,25 4,54
2 5,54 0,13 4,66
3 6,41 0,31 591
4 6,95 0,05 5,65
5 7,20 0 (<0,06)" 0 (5,64)”
6 5,59 0,84 5,52
7 5,30 0,23 4,66
8 6,76 0 (<0,06) " 0(5,23)?
9 5,52 0 (<0,10) " 0(4,22)%
10 7,23 0,29 6,69
11 6,45 0 (<0,10)" 0(5,15)?
12 6,40 0,89 6,35
13 7,11 0,92 7,08
14 7,08 0,2 6,38
15 6,51 0,75 6,38

Y Halva detektionsgriansen
?) Halva detektionsgrinsen av andelen jist multiplicerat med antalet jast och bakterier

3.2 Resultat fran BLAST-sokning for jastsekvenser

Totalt var det 75 isolat frdn 11 olika gardar som kunde jaimforas med sekvenser i NCBI's
databas med hjilp av BLAST" (tabell 3). Totalt hittades 18 jastarter. De vanligaste isolaten
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var Holtermanniella festucosa (17 isolat) (anamorf Cryptococcus festucosus, Wladyslav et al.,

2004),

Cryptococcus tephrensis (13

isolat),

Cystofilobasidium macerans (anamorf

Cryptococcus macerans, Libkind et al., 2009) (10 isolat) och Cryptococcus victoriae (10

isolat).

Tabell 3. Resultat fran sokning i BLAST® for jastsekvenser. De resultat som har en
identitetsmatchning pa < 98 % kan betraktas som osékra och ar markerade med parentes

Gard BLAST-resultat Antal Identitetsmatchning
(%)

(1 Holtermanniella festucosa 3 97,8)

1 Cryptococcus victoriae 1 100

(2 Metschnikowia chrysoperlae 1 96)

2 Rhodotorula slooffiae 1 96,7)

(3 Holtermanniella festucosa 5 97,5-97,8)

3 Cryptococcus victoriae 2 99,6-100

(3 Metschnikowia chrysoperlae 1 97,8)

4 Rhodotorula laryngis 1 98,6

6 Cryptococcus tephrensis 6 99,5-99,8

6 Holtermanniella festucosa 5 97,7-99

6 Cryptococcus victoriae 4 99,6-100

(6 Bullera sp. VY-120 1 95,7)

7 Cryptococcus tephrensis 2 99,3-99.4

7 Cystofilobasidium macerans 1 99,4

7 Sporobolomyces roseus 1 98,5

(7 Holtermanniella festucosa 1 97,8)

10 Wickerhamomyces anomalus 1 100

12 Cystofilobasidium macerans 8 99,6-100

12 Holtermanniella festucosa 1 99

12 Cryptococcus victoriae 2 99,6-100

12 Sporobolomyces roseus 2 99,4-99,8

12 Cryptococcus tephrensis 1 99,8

12 Sporobolomyces ruberrimus 1 100

12 Debaryomyces hansenii 1 100

12 Metschnikowia chrysoperlae 1 98,5

13 Cryptococcus tephrensis 3 99,6-99,8

13 Sporobolomyces ruberrimus 2 99,8-100

13 Cryptococcus victoriae 1 99,6

13 Cryptococcus chernovii 1 99,8

13 Rhodotorula glutinis 1 99,8

(13 Cryptococcus laurentii 1 95,6)

13 Holtermanniella festucosa 1 99

13 Aureobasidium pullulans 1 98,4

13 Sporobolomyces roseus 1 99,4

14 Pichia fermentans 1 99,8

15 Dioszegia rishiriensis 1 100

15 Aureobasidium pullulans 2 96,6-98,3

15 Holtermanniella festucosa 1 99.4

15 Sporobolomyces ruberrimus 2 100

15 Cryptococcus tephrensis 1 99,8

15 Cystofilobasidium macerans 1 99,6
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3.3 Forekomsten av olika jastarter pa gardarna

Figur 2 visar de 18 jastarter som isolerats med en identitetsmatchning 6verstigande 98 % och
det antal gérdar som de patraffats pa. Holtermanniella festucosa, Cryptococcus tephrensis och
Cryptococcus victoriae var de som forekom péa flest gardar i studien. Nagra arter av
Sporobolomyces hittades pa flera gardar, liksom Aureobasidium pullulans, Cystofilobasidium
macerans samt Metschnikova chrysoperlae. Arter av sldktet Rhodotorula hittades ockséa pa
flera olika géardar. Bullera, Cryptococcus chernovii, Cryptococcus laurentii, Debaryomyces
hansenii, Dioszegia rishiriensis, Pichia fermentans och Wickerhamomyces anomalus hittades
pa enstaka gérdar.
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Figur 2. Antalet gardar dir olika jéstarter i gronmassan patréffats. Jastarterna identifierades genom
mikrobiologisk odling och de framtagna DNA-sekvenserna jimfordes med identifierade jastsekvenser
i NCBI's databas BLAST®. De jéstarter som hade en identitetsmatching pa 98%< redovisas hir.

3.4 Sammanstallning av enkatsvar

Provtagning pa de olika gardarna skedde antingen under forstaskord (gard 1- 9) eller under
andraskord (gard 10-15). Aldern pa vallarna varierade mellan 1 till 8 ar (pa en gard togs prov
fran helsddesgrdda till ensilage). De flesta vallar var gddslade antingen med flytgddsel (10-25
ton/ha) eller kvdvegddning (40-300 kg N/ha), i vissa fall anvéndes bade flytgddsel och
kvéavegddning. Samtliga vallar gddslades tidigt pa véaren, och nigra hade &ven fatt ytterligare
en giva av antingen flytgddsel eller kviavegddning efter forstaskdrden. Den botaniska
sammansdttningen i vallarna varierade kraftigt, sd ocksa ograsférekomsten. Timotej, vit- och
rodklover, rajgrés, rorsvingel och éngssvingel var de vanligast forekommande arterna, dven
om mer ovanliga arter som lucern, kummin och kéringtand forekom péa tva gardar.
Forekomsten av ogrés var oftast hogre pa de éldre vallarna och arter som foérekom var bland
annat maskros och skréppa. Pa en av vallarna hade isbrannor forekommit. Hosten innan skord
hade de flesta vallar anvénds till bete eller slatter, men nidgon var insddd med vete och en var
varplojd efter dkerbona. Den vanligaste typen av maskin som anvéndes vid slatter var
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slatterkross med krimprar, men en gard anvdnde sig av slagkross. Arbetsbredden pé
slatterkrossarna varierade mellan 2,8-9 meter. Det vanligaste var att stringlidgga vid skord
dven om fyra gérdar anvinde sig av bredspridning. Vidret vid slatter var soligt till halvklart
pa alla gardar. Den avsedda stubbhéjden varierade mellan 5-10 cm. Arbetsbredden pa
strangldggaren varierade mellan 1-3,5 meter. Grodan hackades alltid i1 félt med exakthack
innan hemkdrning, utom pa den garden dér helsddesensilaget bargades i rundbalar
(fixkammarpress). Avsedd snittlingd pd gronmassan varierade mellan 1-5 centimeter.
Fortorkningstiden var for de gardar som haft sol under fortorkningen ca 24 timmar (en gard
hade 2 timmar fortorkningstid). De som fatt regn pa gronmassan (3 géardar) hade langre tid,
mellan 2-4 dagar. Den gard som hade den lidngsta fortorkningstiden hade anvént strangluftare
for att torka strangarna. Vader vid bargning och packning var soligt till halvklart pa de flesta
gardar, men tre drabbades av regn under denna period. Sju av girdarna hade haft problem
med varmgang tidigare ar. Orsakerna till detta varierade mellan gérdar. En gard hade provat
att anvidnda syrabaserat tillsatsmedel, en annan hade haft for hog ts (>50 %) pa gronmassan
som kordes in. Tre gardar hade fatt varmgéng i majsensilage. En gard trodde sig ha haft for
lag uttagshastighet ur silon. En gird visste inte riktigt varfor de fatt varmgang. P& gard
nummer 13 fattades uppgifter kring vallens botaniska sammanséttning, godslingsgiva,
vallalder, ogriasforekomst samt vad denna anvindes till hosten innan skord. Detta beror pa att
det var osdkert fran vilken &ker provet kom. I tabell 4 redovisas antalet jéast (log cfu/g)
tillsammans med ett urval av ytterligare variabler som registrerats.

Tabell 4. Gardarna i studien sorterade efter antalet jast (log cfu/g) i gronmassan, samt ett urval av de
variabler som registrerades pa varje gard

Gard Skorde- Antalet Vall- Véader vid Fortorkningstid  Strangl./

nummer jastlog alder ar fértorkning timmar Bredspr.

cfulg

13 2 7,08 iu Soligt till halvklart 24 Strangldggning
10 2 6,69 2 Soligt till halvklart 24 Stranglédggning
14 2 6,38 4< Soligt till halvklart 24 Bredspridning
15 2 6,38 4< Soligt till halvklart 24 Stranglédggning
12 2 6,35 4< Soligt till halvklart 24 Bredspridning
3 1 5,91 4 Soligt 24 Stranglaggning
4 1 5,65 1 Regn, molnigt 48 Strangldggning
6 1 5,52 1 Soligt 24 Strangldggning
2 1 4,66 2 Regn, soligt 24 Striangldggning
7 1 4,66 5< Soligt 24 Striangldggning
1 1 4,54 3 Soligt 24 Strangldggning
5 1 <0,06 D 4 Soligt, regn 96 Stranglédggning
8 1 <0,06 " 3 Soligt 2 Bredspridning
9 2 <0,10"  Helsid  Regn, molnigt 48 Strangldggning
1 2 <0,10" 1 Soligt 24 Bredspridning

Y Halva detektionsgriansen

Information samlades ocksd om ensileringens utférande. De flesta gardar anvidnde plansilo
som forvaringsutrymme (9 gérdar), 5 anvinde slangsilo och 1 anvidnde rundbalar. Storleken
pé plansilorna varierade mellan 97-1620 m’. Fér slangsilorna varierade denna mellan 162-390
m’. Maskinvikten p4 packaren varierade mellan 4,5-17 ton. Vissa gardar anvinde sig av tva
maskiner for packning, vilket gav en totalvikt pd max 32 ton. Méangden inkord gronmassa
varierade mellan 10-20 ton ts/timme och mellan 50-280 m’/timme. Tickningstiderna for
plansilor var mellan 0-4 timmar. Slangsilos tillslots antingen direkt med ett litet luftningshal
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som stidngdes efter 1-2 dagar, eller fick ligga 6ppna i tva dagar innan de stingdes. Samtliga
gardar téckte silorna med vit plast, tre gardar anvéinde ocksé folie. 1-3 lager plast anvéndes.
Garden som anvénde rundbalar anvénde 6 lager plast. Lagertjockleken pé plasten i plansilorna
var 0,2-0,7 mm, medan slangsiloplasten var 1- 2 mm. Plasten ticktes med span, nidt med och
utan vikter, hjulsidor, sand och bilddck. Uttagare som anvéindes var sndskopa, grepskopa,
skopa, blockuttagare och frés. Silon skulle komma att 6ppnas fran inom tre veckor efter skord
till efter nyar (alltsd 2014). Lantbrukarna intervjuades efter att silona Oppnades huruvida
varmgang forekommit. Tva av dessa gardar (12 och 7) uppgav detta som ett problem. Den
troliga orsaken, enligt lantbrukaren sjélv, var att gdrd 7 haft for 14g uttagshastighet medan
gard 12 haft problem med faglar som gjort hal i plasten.

3.5 Statistisk analys av samband

En statistisk analys genomfordes dels med vérdet 0 for gérdar dir ingen jést hittades och dels
med tillimpning av halva detektionsgrinsen enligt tabell 2. Antalet jastarter pd gérden var
starkt positivt korrelerat till totalmingden jist (log cfu/g). Likasd fanns en stark positiv
korrelation mellan totalméngden jdst och skordenummer, dvs. hogre jistantal vid andraskord
jamfort med forstaskord. Gardarnas placering i landet (longitud respektive latitud) uppvisade
ingen linjar korrelation med mingden jést eller antalet jéstarter. I tabell 5 redovisas de
korrelationer som uppvisade en viss tendens att avvika fran 0 (p<0,12). Vadret noterades som
mm regn under fortorkningen. Historiken, dvs. om varmgéing var ett vanligt problem pa
girden tidigare ar, var en av de variabler som inte tycktes vara korrelerad med antalet
jastsvampar i gronmassan detta ar (p>0,45). Inte heller variabeln “varmgang under
innevarande ar”, dvs. om lantbrukaren uppgivit att ensilaget tagit virme under tOmningen
innevarande ar (alltsa av det ensilage som blev resultatet av den gronmassa som analyserades
i denna studie) visade négon statistiskt sdkerstélld korrelation med méngden jast eller antalet
jéstarter i gronmassan.

Variabeln “regn vid fortorkningen” studerades i en variansanalys (Proc GLM) tillsammans
med ytterligare att antal variabler som kunde forvintas paverka méngden jést i gronmassan
och som visat antydan till statistiskt sdkerstdlld linjir korrelation med méngden jdst eller
antalet jastarter. Dessa var “nord” (breddgrad), “skord” (forsta eller andra skord),
“bredspridning” (bredspridning eller stringldggning av gronmassan), “gddsling” (stallgodsel
eller inte), “valldlder” (hur ldnge vallen legat), “stubbh6jd” (cm), strangbredd” (m),
”fortorkningslangd” (dagar) och “vdder under fortorkning” (mm regn) dir “’skoérd” och
”bredspridning” var klassvariabler medan Ovriga var kontinuerliga variabler. Modellen dér
virdet ’0” anvéndes for gardar dér ingen jést detekterades var i sin helhet inte signifikant
(p<0,22) men sedan de variabler som uppvisade hogst p-vérden tagits ur modellen och endast
”skord”, “bredspridning”, valldlder” och vdder under fortorkningen” éterstod uppvisade
modellen statistiskt sékerstillda skillnader (p<0,03) (tabell 6). Den enda faktor som paverkat
méngden jést i gronmassan var “bredspridning” (tabell 6). Gronmassa som fortorkats genom
bredspridning inneholl log 1,89 cfu jést per g gronmassa, medan gronmassa som fortorkats i
string inneholl log 5,49 cfu jast per g gronmassa. Ungefdr samma skillnad sags mellan
forstaskdrden och andraskdrden dir andraskdrden hade hogre antal jist. Aven vallens alder
uppvisade en tendens till att paverka jastforekomsten dér gronmassan inneh6ll hogre jastantal
ju fler &r vallen legat (en O0kning med cirka log 0,5 cfu jést/g per vallar). Viadret vid
fortorkning paverkade, di mer regn gav firre antal jéstsvampar. Motsvarande analys
genomfordes dér vérdet “halva detektionsgransen” anvindes for gérdar dér ingen jést
detekterades (tabell 7). Har kom faktorerna skord, stubbhdjd och vallélder att kvarstd med en
tendens till samband. Péverkan av skordenummer péd antalet jastsvampar foll ut med stark
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statistiskt sékerstélld skillnad med log 4,92 cfu/g 1 forsta skord jamfort med log 6,24 i 2:a
skord. Effekten av bredspridning befanns emellertid inte vara statistiskt sékerstélld medan det
fanns en tendens till hogre antal jist vid hogre stubbhdjd. Aven i denna analys fanns en viss
tendens (p<0,12) till hogre jéstantal vid hogre vallélder.

Forutom méngden jist (log cfu/g) testades ockséd antalet jdstarter som kunde isoleras pa
respektive gard mot forhdllanden vid skord (samma variabler som beskrivits ovan) i samma
statistiska modell (GLM) men ingen faktor var i ndrheten av att ha statistiskt sdkerstdlld
effekt. Inte heller kunde négra statistiskt sékerstéllda samband pévisas dé en jéstart i taget (av
de tre mest frekventa arterna Holtermanniella festucosa, Cryptococcus tephrensis och
Cryptococcus victoriae) analyserades for samband med skordevariabler.

Tabell 5. Korrelationer (Pearson korrelationskoefficienter) mellan méngden jast (log cfu/g), antalet
jastarter och managementfaktorer med viss tendens till sannolikhet (minst p<0,12)

Ingen jast funnen =0 Ingen jast funnen = halva
detektionsgrénsen

Jast, log cfu/g  Antal jdstarter Jast, log cfu/g Antal jastarter
Antal jastarter 0,65 (p<0,01) 0,52 (p<0,05)
Skord 0,37 (p<0,17) 0,41 (p<0,13) 0,72 (p<0,003) 0,41 (p<0,13)
Vallalder n.s. 0,44 (p<0,12) n.s. 0,44 (p<0,11)
Stubbhojd n.s. n.s. 0,48 (p<0,07) n.s.
Regn vid fortorkn. -0,49 (p<0,07) n.s. n.s. n.s.

Tabell 6. Skordefaktorer som paverkade eller tenderade att paverka antalet jastsvampar (log CFU/g)
i grénmassa. Beraknat med vardet ’0” i de prov dar ingen jast detekterades

Signifikansniva Jast, LSM log cfu/g
Modellen som P<0,03
helhet

1:a skord 2:a skord Bredspridn. Strianglagt

Skord P<0,06 2,26 5,12
Bredspridning P<0,03 1,89 5,49
Vallalder P<0,07 2,038+0,495 x Vallar
Regn vid P<0,05 2,038-0,159 x mm regn
fortorkning

Tabell 7. Skérdefaktorer som paverkade eller tenderade att paverka antalet jast (cfu/g) i
gronmassa. Beraknat med ett varde motsvarande halva lagsta detektionsgréansen i de prov dar
ingen jast detekterades

Signifikansniva Jast, LSM log cfu/g
Modellen som P<0,02
helhet
Enskild faktor 1:a skord 2:a skord Stubbhéjd  Stubbhéjd

<6 cm >7 cm

Skord P<0,01 4,92 6,24
Stubbhojd P<0,1 5,3 5,9
Vallalder P<0,12 6,54+0,11 x Vallar
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4. Diskussion

4.1 Jastarter samt totalantalet jast

De vanligast forekommande jistarterna i farsk gronmassa i detta projekt var alla av sldktet
Cryptococcus (Holtermanniella festucosa anamorf Cryptococcus festucosus) men dven arter
av Rhodotorula, Sporobolomyces, Debaryomyces och Aureobasidium isolerades. Enstaka
isolat av andra sldkten forekom ocksé. Dessa har tidigare hittats pa farsk gronmassa bade fran
majs och olika vallblandningar (Jonsson och Pahlow, 1984; Middelhoven och van Baalen,
1988). Slidktena som hittades i denna studie anses generellt inte vara bidragande till
varmgangsprocessen vid Oppning av silor eftersom de varken dr fermenterande eller kan
tillgodogora sig laktat (Jonsson och Pahlow, 1984; Middelhoven och van Baalen, 1988).

I tidigare studier har laktatassimilerande, fermenterande arter av sldktena Candida och
Hansenula hittats. De har péavisats kunna initiera varmgang vid silodppning samt vara
nirvarande under fermenteringsprocessen bade under aeroba och anaeroba forhéallanden.
(Jonsson och Pahlow, 1984; Middelhoven och van Baalen, 1988; Jonsson et al., 1990).
Jonsson och Pahlow (1984) fann att jastarter fran slidktena Saccharomyces, Candida och
Hansenula var wvanligast under anaeroba forhallanden dar Saccharomyces var det
dominerande sldktet. Under aeroba forhdllanden hittades i samma studie endast arter av
Candida-sldktet, men dven en art av Wickerhamomyces anomalus som ansags kunna
fermentera glukos under anaeroba forhdllanden samt assimilera laktat under aeroba
forhallanden (Jonsson och Pahlow, 1984).

I foreliggande studie hittades inga arter fran varken Candida- eller Hansenula-sléktet,
troligtvis eftersom studien gjordes pé farsk gronmassa och inte pa ensilage. Dock hittades ett
isolat av Wickerhamomyces anomalus (pa gard 10). Denna art skulle kunna bidra till
varmgéangsprocessen eftersom den kan assimilera laktat nir syre finns tillgdngligt. Garden
uppgav dock att de inte haft problem med varmgéng i silon detta ar. De vanligast
forekommande jdstarterna tillhorde sliktet Cryptococcus och forekom pa flest antal gérdar,
tillsammans med arter av Sporobolomyces och Rhodotorula, Aureobasidium pullulans,
Cystofilobasidium macerans samt Metschnikova chrysoperlae, som ocksa férekom pa flera
olika gardar. Detta tyder pa att den geografiska placeringen av gardarna inte spelar ndgon roll
for vilka jéstarter som dr vanligast forekommande, samt att det finns en diversitet bland
jastarter som forekommer 1 gronmassa eftersom det i studien isolerades 18 olika jéstarter frén
tio olika gardar. Exempelvis hittades Holtermanniella festucosa och Cryptococcus victoriae
pa gérdar i norra, mellersta och sédra Sverige. Uppfoljningen pa gardarna visade att endast
tva gardar haft problem med varmgang, men att det troligtvis var andra orsaker &n mingden
jast samt vilka jéstarter som forekom som lag bakom t.ex. for lag uttagshastighet och skador
pa plasten. Detta gor det svart att dra nagra slutsatser om jdstarternas inverkan pa varmgéngen
pa dessa gardar.

4.2 Managementfaktorer och totalantalet jast

Studien bestod av ett begrinsat antal gardar och resultaten bor tolkas med forsiktighet. Bade
ndr gérdar utan detekterad jist analyserades som “’0” och som “halva detektionsgrinsen”
fanns emellertid indikationer pad att gronmassa fran andraskorden innehdll mer jést dn
grénmassa fran forstaskorden. Aven vallens dlder fanns med som en variabel med tendens till
hogre mingd jast vid hogre valldlder i bdda analyserna. Detta tyder pad viss stabilitet i
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materialet som kan tolkas som att dessa tva variabler sannolikt har en paverkan pa antalet jést.
Effekter av bredspridning, stubbhdjd och regn vid fortorkningen gav emellertid motstridiga
resultat och bor darfor tolkas med storre forsiktighet.

Gronmassa som fortorkades med bredspridning inneholl farre jastsvampar per g (log 1,89 cfu)
jamfort med gronmassa som fortorkats i string (log 5,49 cfu/g) (p<0,03). Det laga vérdet for
bredspridning péverkades i stor utstrickning av att ingen jést detekterades pa tvd av dessa
gérdar och gav stort utslag ndr virdet ”0” anvindes i analysen. Eftersom det i denna studie
finns indikationer pa att médngden jast Okar med valldlder kan det tinkas att det dr en
kombination av bredspridning och vallalder som gor att forekomsten av jést var sé 1ag (tabell
4). Att bredspridning paverkar jasten skulle kunna bero pa att gronmassan i hogre grad ar
exponerad for solljus &n nidr massan lagts i1 string, vilket kan péverka jéstens
overlevnadsmojligheter. [ stringen exponeras det Oversta skiktet, vilket kan gora att
gronmassan i de undre skikten &r mer “skyddad”. Det &r rimligt att tro att ts-halten skulle
kunna vara hogre vid bredspridning just for att en storre andel gronmassa exponeras, vilket
skulle kunna gora att jéstens tillvéxthastighet minskar da tillgdngen pa vatten minskar. Tyvérr
mittes inte ts-halten i detta forsok, vilket hade kunnat ge en béttre uppfattning om detta.
Bredspridning har tidigare visat sig haft en liknande effekt pd mogelforekomst i
rundbalsensilage (Schenck et al., 2014).

Som tidigare ndmnts s& innehdll andraskdrden ett hogre antal jast (p<0,06) dn forstaskorden.

Mingden jast som forekommer pad gronmassan paverkas av flera olika faktorer. Lin et al.
(1992) fann att den epifytiska mikrofloran pa lucern d6kade med Okad temperatur under
vaxtsdsongen. Det kan vara sé att klimatet varit mer gynnsamt for jasten infor andraskorden,
med t ex hogre temperatur. Det &r ocksé sé att grédan ar dldre vid andraskorden, och detta har
i tidigare studier visat sig 6ka antalet jastsvampar (Fehrman och Miiller, 1990; Miiller, 2009).
Det kan ocksa tinkas att mingden jast pa gronmassan skiljer sig mellan gérdar eftersom detta
kan paverkas av ett flertal faktorer som temperatur, tillgingligheten pa vatten i gronmassan,
vallélder etc. (Pahlow et al. 2003; Muck et al. 2003). I detta forsok uppmadttes inte ts-halt men
det dr rimligt att tro att denna varierade mellan de olika gardarna, sa ocksa fuktigheten i gréset
och dé ocksa tillgédngligheten pa vatten for jisten. Tillvixten av jast gar langsammare om
tillgdngligheten ar lag (Muck et al. 2003). Proven fran forstaskorden respektive andraskérden
togs inte fran samma gardar vilket kan ge en missvisande bild av resultatet. Av logistiska skél
var manga prover fran andra skorden tagna i Smaland och en misstanke att den erhéllna
effekten med hogre jéstantal i andraskorden kunde vara bunden till lokaliseringen kan finnas.
Ingen statistiskt sdkerstélld skillnad fanns dock av samspel mellan skordenummer och girdens
placering i form av breddgrad. I denna studie finns indikationer pa att méngden jist 6kar med
Okad vallélder s& det skulle kunna vara en kombination av dessa egenskaper (dldre vall
tillsammans med andraskord) som gor att det var ett hdgre jistantal i andraskdrden jamfort
med forstaskdrden. Med okad valldlder uppvisades en tendens till att gronmassan inneholl
mer jast ju ldngre vallen legat (en 6kning med cirka log 0,5 cfu per vallar). Miiller (2009)
visade att antalet jast var hogre i en extensivt skott vall jamfort med en intensivt skott vall.
Det skulle kunna vara sa att vixterna i den extensivt skotta vallen innehaller en hogre andel av
dott material som jasten kan livnéra sig pd. Det kan ocksa ha ett samband med att de flesta av
de dldre vallarna provtogs under andraskorden. I denna studie ingick endast ett litet antal
gardar sa déarfor bor resultaten frén den tolkas med forsiktighet, bade nér det géller den 6kade
méngden jist med 6kande skdrdenummer, sdvil som 6kad méngd jast med 6kande valldlder.

Vidret vid fortorkning verkade ocksé ha en effekt i den foreliggande studien, dér mer regn (i
mm) gav ett ldgre jastantal per g gronmassa. P4 garden som fick mest regn kunde ingen jést
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identifieras. Enligt Muck et al. (2003) ar studierna pa hur vider vid fortorkning péaverkar
jastantalet valdigt begrdnsade. Fuktigheten i griset paverkar dock tillvixten av jdst genom att
den péverkar tillgéngligheten pa vatten. En 14g tillgénglighet pa vatten inhiberar inte tillvixten
av jést, men gor att den gar langsammare (Muck et al. 2003). Vadret vid tidpunkten for slatter
pa den gard som fick mest regn i den foreliggande studien var soligt och varmt. Det dr dérfor
rimligt att tro att ts-halten i gronmassan var relativt hog. Tyvérr drabbades lantbrukaren av
regn under fortorkningsperioden. Gronmassan lades i straing pd denna gard s& en del av
gronmassan var relativt skyddad fran regnet, vilket kan ha gjort att mdngden jist anda héllits
péa en lag niva genom att ts-halten inte fordndrades s& mycket. Enligt McEniry et al. (2007)
Okade antalet jast med Okad fortorkningstid. Resultaten i foreliggande studie tyder péd att
ocksd vidret under fortorkningen paverkar mingden jdst i gronmassan, inte enbart
fortorkningstiden.

4.3 Felkallor

Vilka arter som isolerades fran de olika gardarna beror delvis pd metoden som valdes for
jastidentifiering. Denna goérs under aeroba forhallanden vilket favoriserar jédstarter som lever
under dessa forhéllanden. Jastkolonierna har valts ut genom en okuldr besiktning, sa dérfor
kan andra jistarter ha funnits pa plattorna, som inte tagits med i studien och pa sa sitt
paverkat resultatet. P4 de gardar dér ingen jast hittades kan det ha funnits jist pa plattorna som
helt enkelt inte kom med i provtagningen. Eftersom vissa av plattorna var dvervuxna kunde
inte kolonier véljas frdn dessa. Att de var dvervuxna berodde troligtvis pa att temperaturen i
kylsképet inte var tillrdckligt 14g for att inhibera tillvixten av mikroorganismerna som véxte
pa plattorna. Antibiotikan som tillsatts kanske inte var den bésta att inhibera bakterietillvaxt.
Det intrdffade ocksd en ging att temperaturen i varmesképet dar plattorna inkuberades var
ndgra grader for hog, troligtvis for att temperaturen i rummet dar det forvarades var hogre én
normalt. Tiden som forflét mellan provtagning och odlingsstart kan givetvis ocksd haft en
effekt. Vissa prov sattes direkt, medan andra forvarades kallt (8° Celsius) upp till 1,5 dygn
innan de odlades. Forfattarens ovana med att arbeta med denna typ av analyser har givetvis en
stor paverkan pé resultatet, bdde nér det géller rdkning av antalet jast och tillvigagangssitt.
Studien innehdll endast ett fatal gardar (15 st) vilket gjorde det svéart att hitta nagra statistiskt
sikerstillda resultat. Generellt hade de gardar som proven kom frén haft vildigt lite problem
med just varmgéang. Det var troligtvis delvis pga detta som s ménga av dem inte anvénde sig
av nagot tillsatsmedel alls (13 st). Lantbrukarna verkade vildigt kunniga och insatta i
ensilageproduktion. Det hade varit intressant att géra en uppfoljning av studien genom att
ocksa ensilera proverna i laboratoriesilos for att se hur médngden samt artsammanséttningen av
jast andras Over tid, samt att mata den aeroba lagringsstabiliteten efter silodppning.

4 .4 Slutsats

Slutsatsen fran resultaten i denna studie var att fdltfloran inte skiljde sig mycket mellan
gardar. De vanligast forekommande arterna var alla av slidktet Cryptococcus (Holtermanniella
festucosa anamorf Cryptococcus festucosus) vilka inte anses kunna bidra i ndgon stor
utstrackning till varmgéngsproblematiken. En tendens till mer jdst i gronmassan i andraskord
jamfort med forstaskdrd, samt mer jdst i gronmassan ju dldre vallen var, kunde ses. For att fa
okad kunskap om vilka jdstarter som initierar varmgéng vid uttag av ensilage ur silo
rekommenderas vidare forskning dir dven de jéstarter som dverlever ensileringen analyseras.
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7. Bilaga

Kontaktinformation

Gard:

Kontaktperson:

Adress:

Telefon:

E-post:

Vallinformation

Skordenummer:

l:a 2:a 3:e

Datum for slatter:
(ungefarlig tidpunkt)

Datum nar provet togs:
(ungefirlig tidpunkt)

Vallalder:

Ar vallen godslad?

Ja Nej

Om ja, med vad? Hur mycket? Néar godslades den?

Hér nagon typ av bekdmpning
gjorts 1 vallen?

Botanisk ~ sammansittning 1
vallen? (olika grisarter, baljvixtinslag)

Ogrisforekomst? (omfattning, arter)

Annan information om vallens
utseende:

Annan information forts:

Sork/vildsvinsskador?

Ojamn mark, ej utjdimnade slutfaror?
Gammal forna kvar?

Luckor i1 vallen med barmark?

”Bl6t mark”, risk for mycket jord i grodan?

Ovrig information:
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Hur anvindes vallen hosten innan
skOrd? (Bete, slatter, nysaddd ex.)

Vilken typ av maskin anvindes
vid slétter?
(slatterbalk, slatterkross med krimprar,

slatterkross med valsar, slatterkross som
lagger ihop flera strdngar m.m.)

Vider vid slatter?

Regn Sol Molnigt

Arbetsbredd pa slatter-maskinen?

Nar hackas grodan?

Vilken typ av hack?

Bredspridning eller

strangldaggning vid slétter?

Bredspridning

Arbetsbredd pa strangen?

Vilken stubbhgjd avsags?

Vilken snittlingd avsags?

Hur ldange fOrtorkades fodret?

(fran slatter till att det bargades)

Vider vid fortorkning:

Regn Sol Molnigt

Behandlades gronmassan under
tiden den lag pé slag?

(mekanisk behandling, ex. stringsyreare)

Ja Nej

Om ja, hur, nér, vilken maskintyp?

Hur lagras grodan?

Slang Plansilo

Storlek pa slang/silo?

Téackningstid:
(hur lang tid frén sista lasset packats klart
till dess att tickning sker?)

Vider vid bargning/packning:

Regn Sol Molnigt
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Maskinvikt pa packaren?

Antal ton/m’ inkdrt och packat per
timme alt. Storlek pa vagnarna
som kor hem griset.

Hall reda pa om de réknar ts, ton eller kubik.

Vad ticks silon med?

Plast Annat, ndmligen:

Om plast, farg, antal lager, lagertjocklek?

Vad ticks plasten med? Hjulsidor Halmbalar Sand
Annat, ndmligen:
Uttagare: Blockuttagare Skopa

Annat, ndmligen:

Hur ldnge far silon vila mellan
tackning och 6ppning?

Tidigare problem med varmgéng:

Ja Nej

Om ja, fraga om nagra trender mérks, sisom efter blota

somrar, skadade dkrar o.s.v.
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