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Sammanfattning

Detta kandidatarbete undersoker sambandet mellan enzymaktivitet och respiration hos mikrober
i jordbruksmark med olika gddselbehandling vid tillsats av olika kolsubstrat med lag molekylvikt
(askorbinsyra, glukos, 1-alanin). Malet ar att utreda mikrobsamhillenas faktiska aktivitet och att
avgora om det finns korrelationer mellan enzymaktivitet, respiration, markens godselbehandling
samt substrattillsats. Studien fungerar dven som ett pilotforsok for att bedoma om metoden kan méta

skillnader i enzymaktivitet Gver tid efter tillsats av olika substrat.

For att genomf6ra undersdkningen genomfordes experiment med jordprover fran ramférsdken pa
Sveriges Lantbruksuniversitet. Tre kolsubstrat och tre enzymsubstrat med olika kemiska egenskaper
undersoktes och en fluorescens/absorbans-spektrofotometer anvéndes for att méta enzymaktivitet

och respiration i jordproverna.

Resultaten visade att bdde respiration och enzymaktivitet varierade beroende pé vilken typ av jord
mikroberna befann sig i. Diremot fanns det inte ett Overtygande resultat att dessa faktorer
paverkades av vilket kolsubstrat som tillsattes. Detta indikerar att markens egenskaper och
innehdll har en storre inverkan pé mikrobiell aktivitet &n de specifika kolsubstrat i den
koncentrationen som anvédndes. Detta pilotforsok foreslar vidare forskning och forsdk for att
forbattra metoden och for att undersdka effekter av olika substrattillsatser pa mikrobiell aktivitet i

jord.

Nyckelord: Mikrober, respiration, enzymaktivitet, godselbehandling, substrat, glukos, askorbinsyra,
l-alanin, acid phosphatase, betaglukosidas, N-acetylglutamat

Abstract

This bachelor's thesis investigates the relationship between enzyme activity and respiration in
microbes in agricultural soils with different fertilization treatments with the addition of various low
molecular weight carbon (C) substrates (ascorbic acid, glucose, I-alanine). The aim is to examine
the actual activity of microbial communities and to determine if there are correlations between
enzyme activity, respiration, soil fertilization treatment, and substrate addition. The study is also a
pilot experiment to assess whether the method can measure differences in enzyme activity over time

after the addition of different substrates.

To conduct the investigation, experiments were carried out with soil samples from the long-term
frame trials at the Swedish University of Agricultural Sciences. Three carbon substrates and three
enzyme substrates with different chemical properties were examined, and a fluorescence/absorbance

spectrophotometer was used to measure enzyme activity and respiration in the soil samples.

The results showed that both respiration and enzyme activity varied depending on the type of soil
the microbes were in. However, there was no conclusive evidence that these factors were influenced
by the added carbon substrates. This indicates that soil properties and content have a greater impact
on microbial activity than the specific carbon substrates at the concentrations used. This pilot study
suggests further research and experiments to improve the method and to investigate the effects of

various substrate additions on microbial activity in soil.

Keywords: Microbes, respiration, enzyme activity, fertilization treatment, substrate, glucose,
ascorbic acid, I-alanine, acid phosphatase, betaglucosidase, N-acetylglutamate
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1. Introduktion

Jorden star infor stora utmaningar ndr det kommer till klimatférandringar.
Minskade utsldpp av véxthusgaser, 6kad biodiversitet och stabilisering av
ekosystem dr essentiellt for att tackla utmaningarna. Samtidigt Okar jordens
befolkning och alla behdver mat, vilket betyder att marken troligtvis kommer
brukas mer intensivt (Kousar et al. 2021). Markhilsan blir darfor viktig att studera
for att forstd sambandet mellan klimatutmaningarna och optimerad matproduktion
till befolkningen. Marken har méinga formagor, bland annat kan den binda
atmosfarisk koldioxid till marken, bidra till tillgdngliga ndringsdmnen for grodor,
ha en vattenhéllande forméga samt vara habitat for manga organismer som bidrar
till biologisk mangfald (Powlson 2020). Ett sitt att studera markhélsan ar att
undersoka markmikorbernas aktivitet (Ramesh et al. 2019). Mikrober dr en
mikroskopiskt liten organism, mindre &n nagra tiondels millimeter. Inom
markbiologi klassas oftast bakterier, protozoer, alger, nematoder, svampar och
aktinomyceter som mikorber (Ramesh et al. 2019).

Markmikrober spelar en central roll i ekosystemets processer och stabilitet
genom att de omsitter organiskt material, pdverkar naringstillgangligheten 1 marken
och bidrar till markens kolinlagring. I marken finns det méngder av mikrober som
kan bryta ned dott organiskt material som frigor ndringsémnen som &r essentiella
for vixter och andra markorganismer (Ramesh et al. 2019). Inom jordbruket blir
dessa processer avgorande da det bidrar till jordens niringsinnehdll och bordighet
som 1 sin tur stdder en mer hédllbar matproduktion. Dessutom kan markmikrober
bilda organiska foreningar och pd sd sitt binda kol till marken och bidra till
kolcykeln wvilket &r relevant i sammanhanget av klimatférandringar och
vixthusgaser 1 atmosfdren. For att ha en frisk och produktiv jord behdvs ett aktivt
och diversifierat mikrobsamhélle (Gayan et al. 2023).

Det dr dérfor intressant att undersoka mikrobernas, de mikroskopiskt sma
organismernas, aktivitet och funktionella diversitet for att forstd deras paverkan av
de gigantiska utmaningar som vérlden stir infor. Funktionell diversitet avser de
delar av den biologiska mangfalden som pédverkar hur ett specifikt ekosystem
fungerar. Det dr den funktionella diversiteten som till exempel péverkar
ekosystemets stabilitet, néringstillginglighet och dynamik. Ett exempel pa



funktionell diversitet hos mikrober dr den kvévefixerande formagan och vilka
enzym som de kan producera (Mouchet et al. 2010). Daremot &r mikrober svéra att
studera eftersom de &r sa mikroskopiskt sma och lever i en mycket heterogen miljo.
For att 6verkomma dessa utmaningar har olika metoder utvecklats for att méta
mikrobiell aktivitet och de processer de dr involverade 1.

Denna uppsats kommer behandla ett experiment dér mikrobers respiration och
enzymaktivitet undersoktes med hjilp av tvd olika metoder. Tanken ar att
undersdka huruvida information frén enzymaktiviteten kan komplettera data fran
respirationsundersokningen. Respirationen kan reflektera den totala aktiviteten
medan enzymanalysen kan ge insikt 1 vilken typ av organiskt material som bryts
ner och hur effektivt det sker. Genom att kombinera dessa metoder ges en bredare
och djupare forstaelse av den funktionella diversiteten hos olika mikrobsamhéllen
1 olika féltbehandlade jordar.

1.1 Bakgrund

1.1.1 Mikrobers respiration

Respiration hos mikrober dr omvandlingen av en organisk forening, till exempel
glukos, till energi dér koldioxid blir en biprodukt av reaktionen. En hog respiration
antas betyda hog mikrobiell aktivitet eller biomassa (Gayan et al. 2023).
Respiration dr darfor ett anvindbart och vanligt matt pd mikrobiell aktivitet. Ett sétt
att mita mikrobernas respiration #r MicroResp™. Denna metod ir
substratinducerad vilket betyder att olika kolsubstrat tillsétts till jordprover och den
resulterande koldioxidproduktionen madts. For att mita koldioxidproduktionen
miter MicroResp-metoden absorbansen pd en detektionsgel som sdtts pa
jordproverna i en fluorescens/absorbans-spektrofotometer (Campbell et al. 2003).

Genom att tillsétta olika slags substrat, till exempel glukos eller askorbinsyra,
kan man bedéma den metaboliska formaga som mikrobsamhéllet har. Eftersom
olika mikrobsamhillen forvintas reagera olika péd olika kolsubstrat kan man fa
insikt om vilken sammansittning av mikrober och funktionalitet som finns i
specifika jordar. Detta beror pa att vissa mikrober dr specialiserade pé att bryta ner
specifika typer av organiska foreningar och andra har en bredare metabolisk
formaga. Vilken typ av metabolisk formiga som mikroberna har kan bero pa vilken
typ av jord de lever i, samt vilken typ av jordbearbetning och skotselmetod som
anvinds pa jordarna (Campbell et al. 2003).
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1.1.2 Mikrobers enzymaktivitet

Utdver respiration dr enzymer ett viktigt verktyg for att kartligga mikrobiell
aktivitet. I marken finns det bakterier, svampar och rétter som behover néring. For
att komma 4t niring kan de exudera enzymer i marken for att bryta ner foreningar
som innehéller ndringsdmnen. Enzymer ér proteiner, polymerer av aminosyror som
katalyserar biokemiska reaktioner och behdvs for nedbrytning av organiska
foreningar, till exempel cellulosa och lignin, samt for omvandling av néringsdmnen
som kvédve och fosfor (Britannica 2024). Med hjélp av enzymerna bidrar dessa
markorganismer till markens néringscykel av bland annat kol och kvive.
Mikrobernas enzymatiska aktivitet kan didrmed bli ett matt pa ekosystemets
resilliens och stabilitet (Gayan et al. 2023).

I det experiment som genomfordes och beskrivs 1 denna uppsats dr enzymerna
hydrolytiska enzymer; acid phosphatase (aP), p-glukosidas (BG) och N-
acetylglutamat (NAG). Hydrolytiska enzymer katalyserar hydrolysen av en kemisk
bindning. En hydrolys ar processen av att bryta ner en kemisk forening med hjélp
av vatten. Den bryter ner polymerer till enklare kemiska foreningar, till exempel
nedbrytning av stirkelse till glukos (Britannica 2024).

Acid phosphatase (aP) katalyserar hydrolysen av organiska fosfater i sura
miljoer for att frigora organiskt fosfor. Reaktionen ér essentiell i mdnga biokemiska
processer 1 naturen och darfor finns enzymet 1 véxter, svamp, djur och bakterier
(Alshami & Varon 2024). Fosfor &r ett essentiellt ndringsdmne for vixter och darfor
ar det viktigt att detta dmne tillgdngliggors. Fosfor kan finnas bdde i organisk och
oorganisk form 1 marken, aP aktivt tillgangliggor den organiska fosforn (New South
Wales Government 2017; Alshami & Varon 2024).

B-glukosidas (BG) ér ett hyrolytiskt enzym som spelar en viktig roll i
nedbrytningen av kolhydrater. Betaglukosidas hydrolys av glykosidbindningar
resulterar 1 frisdttningen av glukos och arkéer, bakterier och eukaryoter har den
genetiska kapaciteten att producera detta enzym. Betaglukosidas bidrar till att bryta
ner cellulosa till glukos och &r dirav delaktig 1 nedbrytningen av organiska &mnen
i marken. Detta dr viktigt for jordens kvalitet och niringstillganglighet. BG ér dven
det enzymet som katalyserar det sista steget i cellulosanedbrytningen, vilket &r
frigorandet av glukos (Sengupta et al. 2023).

N-acetylglutamat (NAG) ar delaktig i hydrolysen av kitin som &r en stor del av
cellvidggen hos svampar. Genom att bryta ner kitin frisétts kvive och kol till marken
vilket dr positivt for jordkvaliteten, niringstillgdngligheten for véxter och markens
ndringscykel av kol och kvidve. N-acetylglutamat kan produceras av bakterier,
svampar, véxter och djur (Wen & Kellum 2012).
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For att mata mikrobers enzymaktivitet kan man tillsétta specifika enzymsubstrat
som ger en métbar produkt nér de bryts ner av enzymer. Genom att anviinda denna
metod far man information om vilka biokemiska processer och vilka enzymer som
ar aktiva 1 en viss miljo (Saiya-Cork et al. 2002). Det fluorescerande substrat som
ofta anvinds vid enzymanalyser dr 4-metylumbelliferon (MUB). Nér ett enzym
klyver MUB fran en molekyl frigoérs substratet som fluorescerar under UV-ljus.
Diérefter kan enzymaktiviteten métas i en fluorescens/absorbans-spektrofotometer
(Saiya-Cork et al. 2002).

1.1.3 Ramforsok, Sveriges lantbruksuniversitet

Ramforsoket dr ett markprojekt som anlades 1956 pé& Sveriges
Lantbruksuniversitet, Ultuna, for att undersoka om stallgddsel kunde ersittas och
hur marken paverkas av olika behandlingstyper av godsling eller tillsatts av
organiskt material. Férsdket ir upplagt i sma rutor pa fyra m? och varje ruta
behandlas pd ett unikt sdtt med upprepning. I rutorna odlas det majs forutom i
behandlingen med trada. Detta forsok kan ge inblick och forstaelse for kolinlagring
och betydelsen av mullhalt i marken for avkastning och markhélsa. Behandlingarna
som undersoks pd ramforsoket dr bland annat: trdda, halm + N, flytgddsel,
grongddsel, slam och mineralgddsel vilka dr de behandlingar som undersoks 1
denna rapport (Sveriges Lantbruksuniversitet 2023).

Trdda innebdr att jorden inte har fatt ndgon godsel eller bevuxen mark Sver
huvud taget tillfort sedan starten av ramforsoken 1956. Halm + N betyder att jorden
har fitt halmstrén alternerande med kvévegddsling tillfort som gddselbehandling.
Flytgddsel betyder att jorden har fatt animaliskt avfall blandat med organiskt
material som godselbehandling. Grongddsling innebér att jorden har fatt farskt
organiskt material i form av ho som godselbehandling. Jorden som har haft slam
som gddselbehandling har innehallit rester fran reningsverk. Mineralgddsling
innebdr att jorden har fatt Ca(NOs), tillfort som gddselbehandling.

1.2 Syfte och fragestallningar

Syftet med denna uppsats ér att undersdka och koppla samman enzymaktiviteten
och respirationen av mikrober i olika jordbruksmarkstyper fran ramforsoken 1
Ultuna, Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), vid tillforsel av substrat. Baserat pa
resultaten fran undersokningen dr syftet att utreda mikrobsamhéllenas faktiska
aktivitet samt att se om det finns samband mellan enzymaktiviteten, respirationen
och vilken typ av mark som mikroberna lever i med vilket sorts kolsubstrat som
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tillsétts. Undersokningen &r dven ett pilotforsok for att utvirdera om metoden kan
over huvud taget mita skillnader i enzymaktivitet over tid efter tillsats av olika
substrat.

Mitningarna kommer att ske under tre tidstillfdllen, med en veckas mellanrum,
for att kunna se en fordandring 6ver tid i den mikrobiella aktiviteten. Tre tidstillfdllen
valdes for att hinnas med under tidsramen for kandidatarbetet.

1.2.1 Fragestallningar och hypoteser

Fragestéllningar:

e Finns det en skillnad mellan respirationen, samt enzymaktiviteten i
olika sorters jordbruksmarker fran ramforsken vid Ultuna, SLU?

o Hur foréndras respirationen och enzymaktiviteten i de olika jordarna
under tre tidstillfdllen?

e Finns det ndgra métbara skillnader 1 enzymaktivitet efter tillsats av
substrat?

Hypoteser:
e Jorden som har behandlats med trida kommer ha ldgre mikrobiell
aktivitet 4n jordarna som har bevuxna behandlingar

 Storst skillnad i enzymaktivitet mellan de olika tillsatserna av substrat
kommer att observeras efter tva veckors inkubering.

o Respirationen kommer vara ldgre under andra och tredje mattillféllet
an forsta.

e Enzymaktiviteten kommer vara hogre under andra och tredje
mattillfallet dn forsta.

Hypotesen att jorden som behandlats med trdda kommer ha lidgre mikrobiell
aktivitet baseras pé att det inte har tillforts ndgot organiskt material till den jorden
pa mycket lang tid. Mikrober behover organiskt material for att kunna tillgodose
sig essentiella nidringsdmnen samt for att kunna respirera. Troligtvis kommer jorden
med trdda som behandling ha lag mikrobiell biomassa eftersom det &r en
ofordelaktig plats att leva i.
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Hypotesen att det kommer bli storst skillnad i enzymaktivitet efter tva veckor
baseras pa att det tar tid for enzymaktiviteten att komma i gang och noteras eftersom
enzymaktiviteten kommer oka i takt med att den mikrobiella biomassa dkar, vilket
sker succesivt efter tid.

1.3 Avgransningar

Arbetet avgrinsar sig till jordforsok frén ramforsoket i Ultuna, SLU.
Ramf6rsoket har ménga olika behandlingstyper pé jordarna men i denna uppsats
har endast jordarna som har behandlats med trdda, halm + N, flytgddsel,
grongddsel, slam och Ca(NOs); analyserats for att besvara fragestillningen.

Arbetet avgransar sig dven till endast analys av substraten glukos, askorbinsyra,
l-alanin och vatten i MicroResp™ for att besvara frigestillningen. Det &r vanligt
att anvinda manga fler kolsubstrat vid analys med MicroResp™ men detta
experiment avgriansas till endast ett fital kolsubstrat si arbetet inte skulle bli for
stort. De valda substraten valdes eftersom de har olika kemiska struktur (kolhydrat,
organisk syra och aminosyra) som gor det olika enkelt for mikroberna att bryta ner
substraten. Att ha med vatten som substrat behdvs for att méta respirationen och
enzymaktiviteten utan tillsats av kolsubstrat.

Till sist avgrinsar sig arbetet till analys av endast de hydrolytiska enzymerna
betaglukosidas, acid phosphatase och N-acetylglutamatsyntas for att besvara
fragestéllningen. De valda enzymerna valdes eftersom de tillgdngliggodr olika
essentiella naringsdmnen (kol, fosfor och kvéve).
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2. Material och metod

2.1 Litteratursokning

For att f4 fram information och fakta i uppsatsen har jag anvint mig av
litteratursokningar frén vetenskapliga artiklar i databaser som Science Direct och
Google Scholar, men jag har dven fitt rekommenderat till mig vetenskapliga
artiklar fran handledare och bitrddande handledare under arbetets gang. Exempel
pa sokord som har anvénts dr: “soil microbiology”, “hydrolytic enzymes”,
“functional diversity” och “respiration microbes”.

2.2 Laboration

En storre del av uppsatsen baseras pd laborativa undersdkningar som jag
genomforde systematiskt under kursens gédng. Analyserna gjordes vid tre tillfdllen
med en veckas mellanrum. Det laborativa arbetet dr uppdelat i olika metoder;
MicroResp™ och enzymanalys. Innan det storre laborativa arbetet satte i géng
genomfordes ett test for att optimera substratkoncentrationerna for MicroResp-
matningarna. Detta test gjordes pé en jord frdn en gridsmark ndra ramforsoket.
Jorden inkuberades med olika koncentrationer av glukos, L-alanin, och
askorbinsyra, se tabell 4, 5 och 6 i bilaga 1 for koncentrationerna. Testet varade i
tre veckor.

2.2.1 Forenklad beskrivning av laborationen

Jordarna som anvindes under laborationen var faltprover fran ramforséken vid
Ultuna. De hamtades under hosten 2023, sallades till 2 mm storlek och forvarades
1 — 20 °C. Jordarna som anvéndes var fran sex olika behandlingar och hade tre
féltreplikat, det vill siga totalt 18 jordprover. Det fanns tre féltreplikat av jordarna,
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fyra replikat av jordplattorna (kopior) och varje jordplatta hade tre tekniska replikat
(tre brunnar med samma behandling + substrat). Nir experimentet borjade
forinkuberades jordarna i en vecka pé 25 °C.

Olika substrat (vatten, glukos, l-alanin och askorbinsyra) tillsattes en gédng for
att mita respirationen under tre tillfdllen. Sedan tillsattes en buffertlosning for att
kunna extrahera extracelluldra enzymer. Till sist mittes enzymaktiviteten efter
varje méttillfdlle av respirationen.

2.2.2 Forberedelser

12 stycken 96-halsplattor (kallas jordplattor” 1 denna uppsats) med 1,2 ml djupa
brunnar jordplattor fylldes med sex olika jordar tagna fran ramforsoket. Varje brunn
inneholl cirka 0,4 g jord. Se figur 5 av hur jordplattorna sag ut. Jordarna var séallade
till 2 mm storlek och hade tre stycken faltreplikat - det vill sdga 18 olika jordpasar
hidmtades fran frysen och upptinades. Jordarna fylldes i plattorna enligt plate set up,
se figur 4. Direfter inkuberades plattorna i inkubationsskdp pa 25 grader 1 en
vecka.

For att f4 de olika koncentrationerna till substraten som skulle tillsdttas 1
jordplattornas brunnar de koncentrerade substraten i fast form spéddas. Under
testgenomgéngen behovdes atta olika koncentrationer av glukos och askorbinsyra,
och sex olika koncentrationer av l-alanin spiddas. Substraten spiddes med milli-Q-
vatten och forvarades i 5,5 °C under experimentets gang. Milli-Q vatten 4r
ultrarenat vatten som anvénds pé labb (Avantor u.a.).

De substraten som anvindes som niringskélla for mikroberna i experimentet var
glukos, l-alanin och askorbinsyra. De valdes som kolsubstrat eftersom de har olika
kemisk struktur och funktion.

Glukos dr en kolhydrat som klassas som en monosackarid. Glukos é&r cellens
kélla till energi och fungerar som en energireserv i véxtceller. Cellstrukturen &r
enkel och ddrav létt att bryta ner (Britannica 2024)

OH OH O

HO
H

OH OH

Figur 1. Kemisk struktur av glukos
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L-alanin dr en aminosyra som behdvs for uppbyggnaden av proteiner. Mikrober
kan transaminera l-alanin till aminogrupper och pyruvat som é&r en viktig
komponent i citronsyracykeln (American Chemical Society 2018; Reitzer 2009).

@)

HAC
] OH

NH;

Figur 2. Kemisk struktur av [-alanin

Askorbinsyra (vitamin C) dr en organisk syra och en antioxidant. Askorbinsyra
kan syntetiseras fran glukos och &r vattenldslig (Britannica 2024). Det ar inte lika
enkelt att bryta ner askorbinsyra som andra organiska molekyler eftersom den har
en stabil kemisk struktur vilket betyder att specifika enzymer behdvs for
nedbrytningen av molekylen (Chazot et al. 2022).

HQ

H
= O __o

HO

HO OH

Figur 3. Kemisk struktur av askorbinsyra

For mer detaljerad beskrivning av forberedelser, se bilaga 1.

2.2.3 Testomgang

For att bestimma vilken koncentration av substraten som skulle tillséttas till
mikroberna innan det stora experimentet startades behdvdes en testgenomgang av
metoderna ske. En jordplatta fick tillsatt atta olika koncentrationer glukos och
askorbinsyra samt sex olika koncentrationer l-alanin. Se tabell 4, 5 och 6 i bilaga 1
for koncentrationerna. Tre tekniska replikat gjordes. Jordplattorna fick genomga
MicroResp™ och enzymanalys precis som var tinkt for det stora experimentet.
MicroResp™ och enzymanalyser skedde med en veckas mellanrum under tre
veckor. Resultaten fran testgenomgéngen visade att den ldgsta koncentrationen av
substraten gav utslag pd MicroResp™ under alla tre veckor. Detta ledde till att den
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lagsta koncentrationen, 0,5 mg C/g jord, av substraten valdes att anvdndas under
experimentet. Den koncentrationen valdes dven for att kunna jimfora resultaten
med en tidigare genomford kalorimetriméitning med samma koncentration.

2.2.4 MicroResp™

Metoden som anvindes for att méta respirationen i de olika jordarna med olika
tillsatta kolsubstrat var MicroResp™. MicroResp™ ir en plattlisnigsmetod som
avldser respirationen i olika brunnar genom att sétta pa en platta med detektionsgel
over jordplattan som sedan avlédses i en flourescens/absorbans-spektrofotometer
(Spark, Tecan Trading AG, Switzerland).

Vid forsta MicroResp-métningstillfallet togs alla plattor fram frén
inkubationsskapet och de fyra substraten dverfordes till varje jordplatta. Se figur 6
for vilka brunnar som fick vilka substrat. Varje behandling + substrat hade tre
tekniska replikat, det vill sdga tre identiska brunnar. Se figur 4 och 6 dir till exempel
brunn 1, 2 och 3 far samma innehéll, vilket blir tre tekniska replikat. Darefter lades
en platta med detektionsgel som kan visa skillnad i respiration i brunnarna efter tid
over jordplattan. Detektionsgelsplattan fdstes med gummiplatta mellan
detektionsgelsplattan och jordplattan och metallklammor sattes runt allt for att halla
alla delar pa plats. Se figur 7 for hur jordplattorna sdg ut med gummiplatta,
detektionsgelsplatta och metallkldmmor. De 12 plattorna sattes i inkubationssképet
igen och efter sex timmar togs de ut.

Detektionsgelsplattornas absorbans mittes 1 Spark, Tecan Trading AG,
Switzerland, pa vaglingden 570 nm och jordplattorna lades inkubationsskapet igen
med parafilm dver sig och i 0ppen pase med fuktig servett i. Se figur 8 for att se hur
detektionsgelsplattorna sag ut efter olika mattillfdllen. Detektionsgelen innehaller
kresolrott  fargdmne (12,5 ppm, wt/wt), kaliumklorid (150 mM), och
natriumbikarbonat (2,5 mM) sitts i 150 pl agar (1%) (Campbell et al. 2003).
Koldioxiden frén respirationen far imnena i detektionsgelen att blekna frén rosa till
gulare farg. Samma procedur upprepades vid ytterligare vid tva mattillfallen, med
en veckans mellanrum.

For mer detaljerad beskrivning av MicroResp™, se bilaga 2.
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I 0 M m g 0w >

Figur 4. Plate set up for
Jjordplattorna.

I o mMmgn o>

Figur 6. Plate set up for substrat i jordplattorna.

2 4 5 6 8 10 11 12
A-trida A-trada A -trida A-trada
G-Halm+N G-Halm+N G-Halm+ N G-Halm+N
1 - Flytgodsel 1 - Flytgddsel J - Flytgodsel 1 - Flytgodsel
H - Grongddsel H - Grongodsel H - Grongdadsel H - Grongddsel
O -Slam O-Slam O -Slam O-Slam
C-CaNO3 C-CaNO3 C-CaNO3 C-CaNO3

ifvllning av jordarna med olika behandling till

2 4 5 6 g 10 11 12
A - water A - glucose A- alanin A - asc.acid
G - water G - glucose G - alanin G - asc.acid
J - water 1 -glucose 1 - alanin J- asc.acid
H - water H - glucose H - alanin H- asc.acid
QO - water O - glucose 0- alanin QO - asc.acid
C- water C - glucose C - alanin C- asc.acid
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Figur 7. Jordplattor med gummiplattor och detektionsgelsplattor dver sig i
inkubationsskdp i sex timmar.

Figur 8. Exempel pd detektionsgelsplatta efter forsta, andra och tredje midittillfillet. Ju
gulare firgen i brunnen dr, desto mer respiration har skett.

2.2.5 Enzymanalyser

For att méta enzymaktiviteten genomfordes en enzymanalys efter MicroResp-
mitningen. Alla jordplattor hade fyra replikat och ett av replikaten provtogs
destruktivt 1 samband med varje enzymanalysmétning. Av alla plattor som hade
genomfort MicroResp-métningen togs tre jordplattor ut ur inkubationsskapet for
enzymanalys.

En dag efter MicroResp-matningen fylldes brunnarna med 600 pl buffertlosning

(natriumacetat 50 mM) och overfordes till mindre rdr, ett for varje jordbehandling.
50 ul av jordproverna spaddes ytterligare med 5 ml buffertlosning och forvarades i
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kylskap. Tre dagar efter det overfordes jordlosnigen till 96-brunnsplatta enligt plate
set up, se figur 9 for plate set up.

Enzymsubstraten acid phosphatase (aP) 0,512 mg/10 ml acetatbuffert, $-1,4-
glucosidase (BG) 0,676 mg/10 ml acetatbuffert och B-1,4-N-acetylglucosaminidase
(NAG) 0,758 mg/10 ml acetatbuffert overfordes var for sig till tva hela plattor
(Saiya-Cork et al. 2002). I alla plattor fanns &ven tre brunnar som inneholl
buffertlosning och enzymsubstratet MUB 4,5 uM. Pa tvd plattor mittes dven
quenching. I de brunnarna fanns jordproverna som hade fatt vatten som substrat
samt enzymsubstratet MUB 4,5 uM. Quenching dr en typ av inhiberingsmetod av
flourescens och gors for att sdkerhetsstilla att métningarna ar korrekta. Detta kan
man goéra genom att inkubera jordldsningen med MUB, som ér den fluorescerande
delen av enzymsubstraten (Saiya-Cork et al. 2002).

Halften av plattorna skulle métas vid t, och resten efter 30 minuter. Att ha plattor
som skulle mitas vid t, var till for att méata bakgrundsfluorecensen i plattorna. For
att rdkna ut nettofluoresencen behdvdes resultatet fran t,subtraheras frén resultatet
fran plattorna med 30 minuters inkubering. Se figur 15 1 bilaga 3 av alla plattor vid
ett mattillfdlle samt dess enzym- och tidsmarkeringar. 10 ul 0,5 M NaOH tillsattes
innan infoéring av enzymsubstrat i plattorna som skulle métas vid t,. I de andra
plattorna tillsattes NaOH efter 30 minuter for att stoppa reaktionen. Dérefter mittes
plattornas flourescens i flourescens/absorbans-spektrofotometer
SPARK. Instéllningarna i spektrofotometern var emissionsvaglingd pa 450 nm,
exitationsvagldangd pd 365 nm och gain sattes till 74.

For mer detaljerad beskrivning av enzymanalysen, se bilaga 3.

1 2 3 4 5 3] 7 8 9 10 11 12

A A - water A - glucose A-alanin A - asc.acid
B G - water G - glucose G - alanin G - asc.acid
C J - water J - glucose J - alanin J- asc.acid
D H - water H - glucose H - alanin H- asc.acid
E O - water O - glucose 0- alanin O - asc.acid
F C- water C-glucose C-alanin C- asc.acid
G quench: A quench: G quench: ) quench: H
H quench:0 quench:C MUB-standard

Figur 9. Plate set up for enzymanalys. I varje 96-brunnsplatta overfordes ett enzymsubstrat
i alla brunnar forutom de tvad nedersta raderna.
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2.3 Statistisk analys

For att avgdra om resultaten frin MicroResp™ och enzymanalysen hade en
statistisk signifikans eller om resultaten berodde pa naturlig varians genomfordes
en envigs-ANOVA i Excel. ANOVA star for ”Analysis of Variance” och testar om
det finns signifikanta skillnader mellan grupper av data. Analysen gjordes for
MicroResp™ genom att ha kolsubstraten (askorbinsyra, glukos, l-alanin),
experimentdagarna (1, 7 och 14) och de sex olika godselbehandlingstyperna som
jamforande kolumner i ANOVA-dataanalysen. De tre faktorerna lades i kolumner
och Excels funktion “envdgs-ANOVA” genomforde den statistiska analysen efter
att virdena valdes frdn kolumnerna som de virden som skulle analyseras.

Samma procedur gjordes for enzymanalysen da gddselbehandling,

enzymsubstrat (aP, BG, NAG) och experimentdagar (1, 7, 14) var de jimforande
kolumnerna.

22



3. Resultat

3.1 MicroResp™

Jordarna som har haft trida (fallow) och mineralgddsling (Ca(NO),) som
behandling har generellt ldgre respiration dn de andra behandlingstyperna. Pa
samma sétt kan man se fran figur 10 att jordarna som har haft grongddsling (green
manure), slam (sludge) och flytgddsel (farmyard manure) har hogre respiration dn
de andra behandlingarna.

Respirationen pa alla kolsubstrat och behandlingar minskade efter tid, se figur
10. Figuren visar dven att storst skillnad 1 respiration skedde mellan forsta och andra
mattillfallet.

Det gér dven att utldsa att jordarna som har haft l-alanin som kolsubstrat har
generellt ldgre respiration dn askorbinsyra och glukos. Jordarna som har haft
askorbinsyra som kolsubstrat har hogre respiration dn glukos och l-alanin for
jordarna som har behandlats med mineralgddsel (Ca(NOs),), trida (fallow) och
halm + N (straw_N). Jordarna som har haft glukos som kolsubstrat har hogre
respiration dn askorbinsyra och l-alanin for jordarna som har behandlats med
flytgddsel (farmyard manure), grongddsling (green manure) och slam (sludge).

Figur 8 visar bilder pa detektionsgelsplattor fran mattillfalle 1, 2 respektive 3.
Trots att bilderna visar plattor fran olika jordplattor hade alla detektionsgelsplattor
forhallandevis lika resultat i fargdndringar som dgat kunde uppfatta. Fargindringen
frén rosa till gult 1 detektionsplattorna sjonk under de tre mattillfallena (figur 8).
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Figur 10. CO2-C respirerad (ug CO2-C g-1 fresh soil h-1) over 6 timmars inkubering av
Jjordar med olika godselbehandlingar och tillsatts av olika kolsubstrat (askorbinsyra,
glukos, [-alanin) under tre mdttillfillen. Standardfel presenteras i felstaplar.
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3.2 Enzymanalyser

Generellt var skillnaden 1 enzymaktivitet for aP 1 forhdllande till vatten inte
sarskilt stor oavsett behandlingstyp och tillsatt substrat (figur 11). Enzymaktiviteten
for aP fordndrades for de flesta jordarna mest for alla jordar 14 dagar efter
experimentstart (figur 11). Figuren visar &dven att jordarna som hade
behandlingarna slam (sludge) och halm + N (straw + N) hade minst skillnad i
enzymaktivitet av aP oberoende pa vilket substrat som var tillsatt 1 forhallande till
jorden som haft vatten som substrat. De jordarna hade lag enzymaktivitet
oberoende pd behandlingstyp och tillsatt substrat.

Jordarna som hade behandlats med mineralgddsel (Ca(NO:s),) hade mycket hogre
enzymaktivitet av aP @n jordarna som hade andra behandlingar. Jorden som hade
behandlats med mineralgddsel och haft askorbinsyra som kolsubstrat hade hogst
enzymaktivitet i forhallande till vatten under alla mattillfdllena. Jorden som hade
behandlats med mineralgddsel och haft glukos som kolsubstrat hade ldgre
enzymaktivitet an vatten under alla méttillfallena (figur 11).
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Figur 11. Enzymaktiviteten av aP efter tillsats av olika substrat (askorbinsyra, glukos,
l-alanin, vatten) i jordar med olika godslingsbehandlingar. Standardfel presenteras i

felstaplar.

Enzymaktiviteten i alla jordar av BG hade generellt storst fordndring i
forhallande till jorden som behandlats med vatten 14 dagar efter experimentstart,
speciellt jorden som hade behandlats med mineralgédsel (Ca(NOs).) och trdda
(figur 12). Enzymaktiviteten Okar efter inkubationstid. Figuren visar dven att
jordarna som hade behandlingarna slam (sludge), trdda (fallow) och halm + N
(straw_N) hade lag enzymaktivitet av BG.
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Jordarna som hade behandlats med mineralgddsel hade storre skillnad av
enzymaktivtet av BG 1 forhallande till jorden med vatten som substrat &n de andra

jordarna (figur 12).

Enzymaktiviteten for jordarna som behandlats med grongddsling (green
manure) och flytgddsel (framyard manure) hade forhdllande vid hog enzymaktivitet
av BG (figur 12).
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Figur 12. Enzymaktiviteten av BG efter tillsats av olika substrat (askorbinsyra, glukos, I-

alanin, vatten) i jordar med olika godslingsbehandlingar. Standardfel presenteras i

felstaplar.
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Det var generellt mycket lag enzymaktivitet av NAG 1 alla jordar, oavsett
behandling och substrat (figur 13). Jorden som hade behandlats med mineralgddsel
hade generellt storst skillnad av enzymaktivitet av NAG till jorden som hade vatten
som substrat &n de andra jordarna (figur 13).
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Figur 13. Enzymaktiviteten av NAG efter tillsats av olika substrat (askorbinsyra, glukos,

l-alanin, vatten) i jordar med olika godslingsbehandlingar. Standardavvikelse presenteras

i felstaplar.
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3.3 ANOVA (Analysis of Variance)

Tabell 1. Enviigs-ANOVA resultat for MircoResp™ miditningar i olika filt behandlingstyper. Varje
p-virde representerar ett individuellt ANOVA-test resultat. Tabellen visar p-virde som funktion av
tre olika kolsubstrat och experimentdagar. Alfa sattes som 0,05.

Substrat Dag p-virde

Askorbinsyra 1 0,004621
Askorbinsyra 7 0,414544
Askorbinsyra 14 0,157719
Glukos 1 0,000285
Glukos 7 0,022876
Glukos 14 0,375108
L-alanin 1 0,000375
L-alanin 7 0,038915
L-alanin 14 0,000714

En statistisk analys med envdgs-ANOVA visar att det fanns en statistisk
signifikant skillnad for MicroResp™ dag 1 for askorbinsyra som kolsubstrat i
behandlingstyperna eftersom p-vérdet ér lagre 4n alfa vilket var 0,05 (tabell 1). Dag
7 och 14 var p-vérdet hogre dn 0,05 vilket betyder att resultaten inte dr statistiskt
signifikant annorlunda, de olika resultaten beror troligtvis pd naturlig variation

(tabell 1).

Tabell 1 visar att kolsubstratet glukos hade en statistisk signifikant skillnad i
MircoResp™ for de olika behandlingstyperna dag 1 och 7 eftersom p-virdet var
lagre dan 0,05. Under dag 14 var resultaten inte statistiskt signifikanta eftersom p-
vérdet var hogre dn 0,05 vilket betyder att resultaten kan bero pa naturlig variation.

For kolsubstratet l-alanin var resultaten statistisk signifikanta under alla
mittillfillen eftersom p-vérdet var lagre dn 0,05 (tabell 1).

Under dag 1 var respirationen ldgst 1 trdda och hdgst i jordarna som hade haft
organiskt material som godselbehandling for alla kolsubstrat (tabell 7, 10 och 13,
bilaga 4).

For att se hela resultatet frin ANOVA-analysen for MicroResp™, se bilaga 4.
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Tabell 2. Envigs-ANOVA resultat for enzymanalysen. Varje p-virde representerar ett individuellt
ANOVA-test resultat. Tabellen visar p-virde som funktion av tre olika enzymsubstrat och
experimentdagar. Alfa sattes som 0,05.

Enzymsubstrat Dag p-vérde

aP 1 1,48E-22
aP 7 2,48E-11
aP 14 0,000725
BG 1 7,82E-05
BG 7 0,026154
BG 14 0,00383
NAG 1 0,058929
NAG 7 0,649972
NAG 14 0,336953

Tabell 2 visar en statistisk analys med envdgs-ANOVA for resultaten fran
enzymanalysen. Det finns en statistisk signifikant skillnad i resultaten fran de sex

gbdselbehandlingstyperna som fick aP som enzymsubstrat da p-virdet dr lagre &n
0,05 for alla dagar (tabell 2).

Aven for gddselbehandlingstyperna som fick BG som enzymsubstrat finns det en
statistisk signifikant skillnad mellan resultaten eftersom p-virdet ar ldgre dn 0,05
for alla dagar (tabell 2).

For godselbehandlingstyperna som fick NAG som enzymsubstrat finns det ingen
statistisk signifikant skillnad mellan resultaten eftersom p-virdet dr hogre dn 0,05
for alla dagar (tabell 2). Det kan betyda att resultaten beror pa naturlig varians eller
pa slumpen.
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Tabell 3. Envigs-ANOVA for enzymanalysen. Tabellen visar p-virde som funktion av sex olika
godselbehandlingar och enzymsubstrat. Alfa sattes som 0,05.

Godselbehandling Enzymsubstrat p-vérde

Ca(NO3)2 aP 0,325326
Ca(NO3)2 BG 0,011362
Ca(NO3)2 NAG 0,259812
Trada aP 0,003715
Trida BG 0,003293
Triada NAG 0,536378
Flytgodsel aP 0,002264
Flytgodsel BG 0,001336
Flytgodsel NAG 0,11267
Grongodsel aP 0,037488
Grongodsel BG 2,14E-05
Grongodsel NAG 0,081017
Slam aP 0,26703
Slam BG 0,006002
Slam NAG 0,137125
Halm+N aP 0,002194
Halm+N BG 0,028488
Halm+N NAG 0,212366

Tabell 3 visar att det fanns en statistisk signifikant skillnad for resultaten av olika
experimentdagar da aP &ar enzymsubstrat for goddselbehandlingarna triada,
flytgddsel, grongddsel och halm+N dé p-vérdet ér ldgre &n 0,05. Tabellen visar att
det inte fanns en statistisk signifikant skillnad mellan mitningar pa olika
experimentdagarda aP dr enzymsubstrat och godselbehandlingen dr Ca(NOs3)2 och
slam eftersom p-vérdet dr hogre dn 0,05. Resultaten kan dé bero pé naturlig varians.

Niar BG var enzymsubstrat fanns det en statistisk signifikant skillnad oavsett
gddselbehandlingstyp dé p-vérdet ar lagre dn 0,05 (tabell 3).
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Tabell 3 visar att d@ NAG var enzymsubstrat fanns det inga statistiska signifikanta
skillnader mellan resultaten oavsett gddselbehandlingstyp eftersom p-vérdet ar
hogre dn 0,05. Resultaten kan i stéllet bero pa naturlig varians.
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4. Diskussion

4.1 MicroResp™

Figur 10 visar att respirationen sjonk i alla plattor efter tid. For att mikrober ska
kunna respirera behover de syre och en energikdlla i form av organiskt
material (Schnecker et al. 2023). Energikillan som tillsattes i detta experiment var
kolsubstraten; glukos, l-alanin och askorbinsyra. Efter tid fanns det mindre
tillgédngligt substrat for mikroberna att bryta ner eftersom det inte tillsattes nagot
substrat. Nér substratet blev mindre tillgéngligt minskade darfor ocksé
respirationen (Schnecker et al. 2023). En tidigare inkubationsstudie med
kaliometrimétningar av glukos, av samma koncentration som denna studie, visade
att kolsubstraten inom 2—3 dagar forbrukades (figur 14, Anke Hermann, personlig
kommunikation), vilket kan forklara att respirationen av sépass lag efter 7 och 14
dagar.

Kaliometrimitningar kan &ven forklara varfor det blev storst skillnad i
respiration mellan forsta och andra mittillfille. Det beror pa att en majoritet av
substraten forbrukades under den forsta veckan efter tillsatts av substrat. Detta kan
ocksa forklara varfor skillnaden i respiration under mattillfdlle 2 och 3 inte var lika
stort som mellan méttillfdlle 1 och 2. Det fanns troligtvis lite mindre tillgidngligt
substrat under mattillfille 3 eftersom mikroberna hade brutit ner substrat efter
mittillfalle 2 och dérfor blev det lagst respiration efter 14 dagar.

Jorden som hade behandlats med trada hade ldgst respiration enligt figur 10 och
tabell 7, 10 och 13 i bilaga 4. Det kan bero pa att jord som har legat i trdda sedan
1956 inte har sérskilt hogt innehall av ndringsdmnen eftersom jorden inte har varit
bevuxen pd mycket lang tid. Nér jorden &r bevuxen tillfors néring till marken genom
nédringscykler mellan vixternas rotter, markorganismerna och tillsatt néring fran
markytan (till exempel godsel) (Coleman et al. 1983; Fogelfors 2020, kapitel 6).
For att det ska vara mojligt for mikrober att respirera behdvs en energikélla och
jorden med néstan 70-arig trdda &r troligtvis mycket utarmad. Det kan betyda att
den typen av jord blir ofordelaktig att leva 1 och dérfor kan man anta att det inte
finns manga aktiva mikrober som lever i den jorden. I och med att det troligtvis dr
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lag biomassa av mikrober i den jorden fran forsta bdrjan blir resultatet att
respirationen i just den jorden blev ldgst trots tillsats av substrat (Schnecker et al.
2023).

Respirationen var hogst i jordarna som behandlats med slam, flytgddsel och
grongddsling enligt figur 10 och tabell 7, 10 och 13 i bilaga 4. Nagot som alla dess
behandlingar har gemensamt &r att de alla &r av organiskt material. Grongddsling
ar farskt ho, flytgddsel ar en blandning av animaliskt avfall och organiskt material
och slam &r restprodukt fran reningsverk. Eftersom organiskt material dr essentiellt
for mikrobers respiration och de kan bryta ner det for att f4 ndring och energi
forklarar det varfor respirationen var hogst 1 de jordar som hade behandlingar med
tillforsel av organiskt material (Eriksson et al. 2019, kapitel 4). Behandlingarna
innehaller kvdve i organiska former som maste mineraliseras av mikroberna, vilket
Okar den mikrobiella aktiviteten och ddrmed respirationen (Eriksson et al. 2019,
kapitel 4). Det finns troligtvis ett storre mikrobsamhélle i de jordarna 4n i till
exempel jorden som behandlats med trdda eftersom forhdllandena ar mer
fordelaktiga 1 de jordarna.

Att mikrober behdver organiska foreningar som kolkélla for att respirera kan
aven forklara varfor jorden som hade mineralgddsel som behandling hade lag
respiration (Schnecker et al. 2023). Godsling med Ca(NO;), innehéller inget
organiskt material och mikroberna kan dirfor inte respirera i samma grad som i
behandlingarna med grongddsel, flytgddsel och slam trots att det har funnits
organiskt material i marken i form av vaxtlighet (Schnecker et al. 2023).

Nar l-alanin tillsattes till jordarna blev respirationen lidgre dn for de andra
substraten. Det kan bero pd att det &r enklare att metabolisera glukos och
askorbinsyra én l-alanin. Speciellt glukos dr en enkel och snabb energikélla som
inte behover brytas ner mycket mer for att fa energi via glykolysen och sedan
citronsyracykeln (Chandel 2021). L-alanin dr en aminosyra och kraver darfor en
mer komplex nedbrytning for att kunna anvéndas som energikilla, ndmligen
transaminiering (Berg et al. 2019, kapitel 23). For att 1-alanin ska kunna anvéndas
i citronsyracykeln behdver den fOrst transamineras vilket dr ett extra steg i
jamforelse med glukos. Det kan resultera i ldgre respirationstakt vilket visas i figur
10.

Den statistiska analysen som genomfordes som envigs-ANOVA visar att det
finns signifikanta skillnader 1 resultatet mellan de olika kolsubstraten under
experimentdag 1 vilket betyder att resultaten &r trovirdiga och inte beror pé naturlig
varians (tabell 1). For kolsubstratet askorbinsyra visade den statistiska analysen
(tabell 1) att under experimentdag 7 och 14 var resultaten inte signifikanta vilket
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betyder att de kan bero pé naturlig varians och dr dédrav inte lika trovirdiga. For
kolsubstratet l-alanin visade den statistiska analysen (tabell 1) att resultaten ar
signifikanta for alla experimentdagar vilket betyder att resultaten ar trovérdiga. For
kolsubstratet glukos visade den statistiska analysen (tabell 1) att resultaten var
signifikanta dven for experimentdag 7 men inte for experimentdag 14.

Att resultaten inte &r av statistisk signifikans for askorbinsyra experimentdag 7
och 14 samt glukos experimentdag 14 kan bero pa att respirationen var mycket 1ag
under de midttillfillena vilket kan ha péverkat resultaten till att bli mer
slumpmassiga och ddrav forlora sin statistiska signifikans.

s+ Ultuna ramforsék: Glucose — calorimetry

GM
FYM

Straw s ==

Straw+N SD+N

Figur 14. Kalorimetrimdtning av glukos i jordar fran Ultuna ramforsok. X-axeln strdcker sig frdan
0-70 timmar.

4.2 Enzymanalyser

Att det blev hogst enzymaktivitet for alla enzymanalyser 14 dagar (figur 11-13)
efter forsta mattillféllet kan forklaras av att den mikrobiella biomassan dkade dver
tiden. I samband med att den mikrobiella biomassan i1 jordarna 6kade, eftersom det
blev en dkad tillgdng pa kolsubstrat som de kunde omvandla till energi och pa sé
sétt foroka sig, — 0kade d&ven miangden enzymer som mikrobsamhéllet exuderade
for att bryta ner ndringsdmnen 1 sin omgivning (Berg et al. 2019, kapitel 8). Ju storre
mikrobsamhélle desto fler mikrober som producerar enzym vilket kan utlisas i figur
11-13. De kolsubstraten som tillsattes (glukos, askorbinsyra och l-alanin) &r inte
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dmnen som aP, BG och NAG bryter ned, sd den dokade enzymaktiviteten beror
troligtvis inte pd att kolsubstraten fanns ndrvarande 1 jorden, utan att
mikrobsaméillet blev storre pa grund av kolsubstraten och mikroberna exuderade ut
aP, BG och NAG {0r att bryta ner andra &mnen i marken som kunde tillgidngliggdra
ndringsdmnen. (aP tillgdngliggor fosfater, BG dr med i nedbrytningen av cellulosa
och NAG ir med i nedbrytningen av kitin)

I alla tre enzymanalyser kan man utldsa att skillnaden i enzymaktivitet mellan
jordar som fétt kolsubstraten askorbinsyra, glukos och l-alanin inte skiljer sig at s
mycket frén jorden som endast har haft vatten som substrat (figur 11-13). Det kan
tyda pa att det inte gér att se nagon tydlig substratinducerad enzymaktivitet med
denna metod.

Varfor resultatet blev sa kan bero pa flera olika faktorer. Det kan bero pa att den
valda koncentrationen av kol var for 1ag i1 kolsubstraten, endast 0,5 mg C/g jord.
Om det hade varit hogre koncentration av kol i substraten hade kanske paverkan av
substraten varit hogre vilket kan ha resulterat i en hogre enzymaktivitet som skiljde
sig fran jorden som inte haft ndgot kolsubstrat tillsatt (vatten). En annan anledning
kan vara att forutsittningarna for mikroberna inte var optimala. Jorden provtogs i
oktober 2023 da det hade varit kallt och blétt (SMHI, 2024). Det var dven precis
innan godslingsbehandlingarna skulle tillsdttas 1 forsoket igen efter tvd ar. Darfor
var den mikrobiella biomassan kanske inte sdrskilt stor under just det tillfallet
eftersom det var ldnge sedan de till tillgang till energisubstrat. Det kan ha resulterat
1 att den mikrobiella aktiviteten var 14g och kunde dérfor inte producera storre
mitbara skillnader i enzymaktivitet.

Felstaplarna &r dven mycket stora for alla enzymsubstrat (figur 11-13) vilket
betyder att det fanns en stor variation i resultat mellan féltreplikaten. Det kan betyda
att resultaten inte dr svartolkade eftersom det skilde sig sdpass mycket mellan
jordarna. Det skulle behdvas fler mitningar for att fa mer trovirdiga statistiska
resultat som speglar den verkliga enzymaktiviteten. Darfor kan man argumentera
for att detta experiments resultat inte ar 6vertygande.

Resultaten kan daremot visa att det finns en skillnad i enzymaktivitet over tid
mellan olika jordars behandlingstyper vilket tyder pd att det finns olika sorters
mikrobsambhéllen i de olika jordarna som é&r specialiserade pa olika biokemiska
processer utefter de omsténdigheter de lever i. En forbattringsmojlighet for detta
experiment skulle kunna vara att ha tétare provtagning for att tydligare kunna se nér
variationen i enzymaktivitet sker.
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4.2.1 Acid phosphatase

Jordarna som hade behandling med slam och halm + N hade lagst enzymaktivitet
av aP. Aven jordarna som hade behandlats med flytgddsel och grongddsling hade
lag enzymaktivitet. Det kan forklaras med att dessa jordar inte behdvde producera
aP eftersom de hade tillrdckligt med fosfor i jorden. AP ar en fosfatas som
tillgédngliggér fosfater fran organiskt material (Alshami & Varon 2024). De
gddslingsbehandlingarna tillfor alla organiskt material till jorden vilket kan betyda
att det redan finns tillgang till organiskt fosfor fran till exempel skorderester och
animaliskt avfalli den jorden (Fogelfors 2020, sid. 182). Det betyder att de
mikroberna inte behdver producera aP eftersom det redan finns tillgingligt fosfor
och det dr energikrédvande att syntetisera ett enzym som inte dr nddvindigt - vilket
leder till att enzymaktiviteten av aP var lagre i jordarna med organiskt material som
behandling.

Eftersom jorden som behandlats med mineralgddsel inte har nidgon tillforsel av
organiskt fosfor kan det forklara varfor enzymaktiviteten var hogre i denna jord. I
Ca(NOs), finns ingen fosfor eftersom det inte &r en del av den kemiska
sammansattningen. Fosfor dr ett essentiellt ndringsdmne for mikrober, d&d det
behovs 1 till exempel adenintrifosfat (ATP), nykleinsyror och i fosforlipider som é&r
en viktig del 1 cellmembranet (Campbell et al. 2021, kapitel 37). Jorden som har
haft Ca(NO3), som behandling har inte fatt fosfor tillfort vilket kan leda till att
mikroberna i den jorden producerar aP for att tillgidngliggdra organiskt fosfor fran
material i jorden till sig sjdlva (Widdig et al. 2019). N/P kvoten blir hog eftersom
Ca(NO3); tillfor mycket kvave till marken.

Likande kan gélla jorden som behandlats med trida. I och med att det inte har
tillforts organiskt fosfor till den jorden kan mikroberna som lever diar behova
producera aP for att tillgdngliggora organiskt fosfor (Widdig et al. 2019).

Varfor jorden som behandlats med mineralgédsel och hade glukos som
kolsubstrat hade ldgre enzymaktivitet 4n jorden som hade vatten som substrat kan
bero pa att mikroberna kunde enklare metabolisera glukos och {4 energi pé det sittet
an att producera enzym som tar mycket energi (Campbell et al. 2021, kapitel 6 och
10). Eftersom glukos dr enkelt att fa energi ifrdn var det kanske mer fordelaktigt att
inte producera aP trots mikroberna behover orgastiskt fosfor eftersom det ar for
energikrdvande i forhéllande till hur mycket energi de far fran glukos.
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Enligt den statistiska analys som genomfordes av resultaten (envigs-ANOVA)
kan man se att resultaten &r av statistisk signifikans for aP som enzymsubstrat under
alla experimentdagar vilket gor resultaten mer trovérdiga (tabell 2). Resultaten ar
dven av statistisk signifikans dd aP 4r enzymsubstrat i jordarna som hade
gbodselbehandligarna trdda, flytgddsel, grongddsel och halm + N vilket kan ses i
tabell 3. Daremot dr resultaten inte av signifikans d4 aP &r enzymsubstrat i jordarna
som hade gdodselbehandlingarna mineralgddsel och slam (tabell 3). Det kan betyda
att resultaten fran de tvd jordarna beror mer pa naturlig varians vilket betyder att
resultatet dr mindre trovérdigt, vilket kan forklara de stora felstaplarna.

4.2.2 Betaglukosidas

Att jordarna som hade behandlingarna slam, trida och halm + N hade ldg
enzymaktivitet av BG kan bero pé att de hade tillrdcklig med kol i sina jordar vilket
betyder att de inte behovde producera BG som tillgingliggdr organiskt kol med
hydrolys av cellulosa till glukos samma som i inledning (Sengupta et al. 2023).

Diaremot kan det sannolikt bero pa andra orsaker ocksa. Eftersom det troligtvis
inte finns mycket cellulosa i jorden som behandlats med trida samt halm + N kan
den ldga enzymaktiviteten bero pa att mikrobsamhéillena i de jordarna inte har den
genetiska kapaciteten att producera BG eftersom det finns 1ag tillgdnglighet pa
cellulosa dér i vanliga fall. Mikrobsamhéllena har dérfor inte utvecklats genetiskt
att ha kapaciteten att producera BG vilket betyder att enzymaktiviteten av BG blev
lag i de jordarna (Piton et al. 2020). Att jorden som har haft halm + N har lag
aktivitet av BG kan bero pa att halm bestar till storsta del av lignin fran det torkade
straet (del Rio et al. 2013). Det d4r mycket svart for hydrolytiska enzym (till exempel
BQG) att bryta ner lignin eftersom molekylen dr sa komplex (Eriksson et al. 2019,
kapitel 4). Det kanske &r darfor mer fordelaktigt for mikroberna som lever i den
jorden att producera oxidativa enzymer eftersom de kan lattare bryta ner lignin och
dérav producerar de mikroberna inte lika mycket BG (Wang et al. 2018).

Jordarna som hade behandlats med mineralgddsel hade storre skillnad i
enzymaktivitet av BG i forhéllande till jorden med vatten som substrat &n de andra
substraten. Det kan forklaras med att mikroberna i den jorden behdvde organiskt
kol och producerade déarfor BG for att kunna tillgodogdra sig det frdn marken. I
Ca(NO3): finns det inte kol vilket betyder att den jorden inte fér tillrackligt med
organiskt kol till mikroberna. C/N kvoten blir mycket 14g eftersom Ca(NO3)> forser
jorden med mycket kvdve men inte kol vilket kan betyda att mikroberna
producerade enzymet for att tillgdngliggora organiskt kol fran material i marken till
sig sjélva (USDA, 2014; Widdig et al. 2019).
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Enzymaktiviteten for jordarna som behandlats med grongddsling och flytgddsel
hade ocksa hog enzymaktivitet av BG. Eftersom dessa jordar behandlas med
organiskt material kan man anta att de far gott om organiskt kol i form av cellulosa
vid godslingstillfallet. Da skulle man kunna anta att enzymaktiviteten av BG skulle
vara lag eftersom de har redan tillgdng pa organiskt kol. Men eftersom jorden var
hédmtad precis innan nasta godslingstillfélle var det linge sedan de fick tillforsel av
organiskt material. Det kan betyda att de var hungriga pé kol for energiproduktion
vilket resulterar i hog enzymaktivitet av BG. Dessutom kan man anta att
mikroberna i dessa jordar har god genetisk kapacitet att producera BG eftersom de
behdver bryta ner organiskt kol fran cellulosan som tillfors (Piton et al. 2020).

Det dr mojligt att mikrober producerar enzym béde nér det finns god tillgang pa
material som kan brytas ner till nidring och nir de dr begrdansade pa néring, men pa
grund av olika anledningar. Att de producerar enzym nir det finns gott om material
kan bero pa att de vill tillgodose sig all ndring som finns tillgédnglig och att de
producerar enzym nér det finns déligt om niring for mikrobsamhéllet kan bero pa
att de vill forsoka fé tag pa all energi de kan hitta i omgivningen for att tillgodose
sina néringsbehov.

Enligt den statistiska analysen som genomfordes kan man utlésa i tabell 2 och 3
att det finns en statistisk signifikans for resultaten dér BG har varit enzymsubstratet,
bade beroende pd experimentdag och behandlingstyp vilket gor resultaten
trovardiga.

4.2.3 N-acetylglutamat

Resultatet 1 enzymaktiviteten av NAG var att det var 14g enzymaktivitet for alla
jordar och substrat. Det kan se ut som att det var hogre enzymaktivitet i jorden som
behandlats med mineralgddsel och trdda men felstaplarna dr véldigt hoga sa
resultatet ar svart att tyda. Att det var mycket lag aktivitet av NAG kan bero pa att
NAG ir ett enzym som anvinds for att tillgédngliggora organiskt kvive framst fran
kitin som finns i svampars cellviggar (Wen & Kellum 2012). Att enzymaktiviteten
var lag kan dérfor tyda pa att det inte fanns mycket svamp 1 jordarna som provtogs.
I jordbruksmark brukar det vanligtvis inte finns sérskilt mycket svamp eftersom
jorden bearbetas vilket betyder att man forstor svamparnas hyfer (Hydbom 2017).
I ramforsoket anvander de sig ocksa av jordbearbetning vilket kan betyda pa att det
blir en otrevlig miljo for svampar att leva i. Om det finns lite svampar i jorden
behover inte mikroberna producera NAG eftersom det ér energikridvande och de fér
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inte tillbaka ndgon energi i form av nedbrutet organiskt kvéve. Det kan forklara den
laga enzymaktivteten av NAG 1 alla jordar.

Trots det fanns det dock négra/ndgot faltreplikat av mineralgddselbehandlingen
som fick lite hogre enzymaktivitet av NAG. Det kanske beror pa att mikroberna
som lever i den jorden har den genetiska kapaciteten att bryta ner kvive eftersom
de far ofta tillforsel av kvéve fran nitratet i Ca(NO3)2 (Piton et al. 2020).

Enligt den statistiska analysen som gjordes kan man utldsa att resultaten frén
NAG ér inte statistiskt signifikanta béde beroende pé experimentdag och
gddselbehandling (tabell 2 och 3). Resultaten beror dirfor troligtvis pd naturlig
varians och blir darfor inte sérskilt trovérdiga. Det kan forklara de stora felstaplarna
1 figur 13.

4.3 Felkallor

Under experimentets gang kan en del felkéllor ha uppstatt som pédverkade
resultatet. I och med att alla delar av experimentet genomfordes for forsta gdngen
av en student, jag, som inte har arbetat sjalvstandigt i labb tidigare kan sma misstag
ha begétts i metod som kan resultera i felaktiga resultat. Det kan handla om misstag
vid pippettering pd grund av ovana eller okunskap kring vad som ar relevant att
mata inom experimentet, till exempel vattenhalt.

En annan felkidlla i detta experiment kan vara att plattlasningsmaskinen inte
madtte precis 1 brunnarna i1 fluoresensmétningen. Eftersom 96-hélsplattorna inte
passade perfekt i inmatningsdelen av SPARK kan vissa 96-halsplattorna ha hamnat
mer till véinster ibland och mer till hoger under andra métningar. Detta kan ha
paverkat resultatet frin SPARK 1 och med att fluorecensstralen kanske hamnade pa
precis samma stille under varje mitning.

Om man tittar pd figur 11, 12 och 13 kan man utlésa att standardfelet dr ganska
stort. Det betyder att det fanns métvarden som skilde sig t en del vilket kan betyda
att resultaten dr svartolkade. Efter den statistiska analysen kan man utldsa att manga
delar av resultaten &r av signifikans vilket 0kar resultatens trovdrdighet, men vissa
resultat har inte statistisk signifikans och blir darfor mer svartolkade och mindre
trovardiga.
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5. Slutsatser

Detta experiment undersokte effekten pa jordens mikrobiella respiration och
enzymaktivitet vid olika gddselbehandlingar och tillsats av substrat. Experimentet
undersokte dven om det finns en koppling mellan respirationen och
enzymaktiviteten beroende pa tillforsel av olika substrat. Till sist skulle
experimentet och uppsatsen utviardera om experimentet dr en bra metod for att méta
substratinducerad enzymaktivitet.

Resultaten visade att det fanns en skillnad mellan olika godselbehandlingars
respiration och enzymaktivitet men att det inte fanns en tydlig skillnad av
respiration och enzymaktivitet mellan substraten. Det kan bero pd att det var for lag
koncentration kol i substraten for att de skulle ha en paverkan pa mikrobernas
aktivitet som skulle resultera i att se en skillnad i respiration och enzymaktivitet
mellan jordarna. I och med att det inte fanns nagra tydliga métbara skillnader i
enzymaktivitet mellan substraten kan man dra slutsatsen att denna metod och under
de rddande omstindigheterna inte var optimal for att utldsa substratinducerad
enzymaktivitet.

Resultaten visade att det fanns skillnader i respiration och enzymaktivitet framst
mellan jordarna som haft gddselbehandling med organiskt material och de utan
organiskt material. Det kan tyda pé att tillgdngligheten av organiskt material &r av
betydelse for mikrobiell aktivitet. Skillnaderna i mikrobiell aktivitet mellan de olika
behandlingstyperna kan ockséd innebira att det finns olika mikrobiella samhillen
med olika kapacitet till biokemiska reaktioner beroende pa vilken milj6 de lever i.
De olika formégorna att producera de undersokta enzymerna tyder pé en funktionell
diversitet mellan mikrobsamhéllena i de jordar med olika godselbehandlingar som
undersoktes 1 detta experiment. Till exempel verkar det som att jordarna som har
haft 14g tillgdng pa fosfor producerar mer aP for att tillgéngliggora sig detta
ndringsdmne och att jordar som inte har haft organiskt material som
gbddselbehandling har lagre mikrobiell aktivitet ndr det kommer till respiration.

Ett annat sétt att beskriva denna slutsats ar att resultaten visade att mikroberna i

jorden var mer aktiva beroende pa vilken typ av gddsel som hade anvénts, snarare
an vilka ndringsdmnen som tillsattes. Det visade sig att jordens naturliga egenskaper
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och innehéll spelar en storre roll for mikrobernas aktivitet &n de specifika
ndringsdmnena, iallafall i den koncentrationen av naringsémnen som anvéndes.

Genom att besvara fragestéllningarna kan vi komma narmare till att forstd de
olika mikrobiella processerna i jorden och hur de paverkas av sin omgivning samt
vilken effekt de har pa sin omgivning. Att forska om mikrober och markhélsa ar av
betydelse for att tackla frdgor om framtida matforsorjning och klimatforandringar
pa grund av markens paverkan pa miljon och matproduktionen.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Mikrober dr mikroskopiskt sma organismer som lever i jorden och deras
egenskaper paverkas av vilken typ av jord de lever i samt vilken typ av ndring de
fér 1 sig. Dessa mikrober spelar en avgorande roll for véxters och markens hélsa
genom att bryta ner organiskt material och frigéra néringsamnen. Detta gor de med
hjdlp av enzymer och nir de bryter ner nédring respirerar de. [ mitt
kandidatarbete undersokte jag hur mikrobers respiration och
enzymaktivitet paverkas av olika gddselbehandlingar och tillsatta naringsdmnen i
jordbruksmark.

For att ta reda pd detta anvédnde jag jordprover fran langsiktiga odlingsforsok
frdn Sveriges lantbruksuniversitet, dar olika typer av gddsel, som konstgddsel och
organiskt godsel, har anvints i manga ar. Jag tillsatte olika néringsdmnen till
jordproverna och mitte sedan mikrobernas aktivitet genom att studera deras
enzymaktivitet och respiration.

Resultaten visade att mikroberna i jorden var mer aktiva beroende pé vilken typ
av godsel som hade anvénts, snarare én vilka niringsdmnen jag tillsatte. Det visade
sig att jordens naturliga egenskaper och innehdll spelar en storre roll for
mikrobernas aktivitet dn de specifika niringsdmnena, iallafall i den koncentrationen
av ndringsdmnen som jag anvinde. Detta innebér att valet av godsel kan ha stor
betydelse for jordens hélsa och bor beaktas noggrant vid jordbruksplanering.

Min studie fungerar ocksd som ett pilotforsok for att utveckla metoder att mata
mikrobiell aktivitet i jord. Detta &r viktigt for framtida forskning, som kan leda till
béttre forstaelse och nya metoder for att forbéttra markhélsa och véxtodling. En
forbattringsmdjlighet med denna metod skulle kunna vara att tillsidtta naringsimnen
1 hogre koncentration och ha mer frekventa provtagningar for att tydligare se hur
ndringsdmnena paverkar mikrobernas aktivitet.

Sammanfattningsvis visar mitt arbete att mikroberna i jorden paverkas av den
gddsel som anvénds, och att detta kan ha ldngsiktiga effekter pd markens bordighet
och héllbarhet. Det dr en pidminnelse om att 4&ven de minsta organismerna kan ha
stor betydelse for jordbruket och vér mil}o.
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Bilaga 1

Forberedelser

De jordar som anvéndes i detta experiment hdmtades under hosten 2023 fran
ramforsoken pa Ultuna, sallades till 2 mm storlek och forvarades i — 20 °C. Jordarna
som anvandes var fran sex olika behandlingar och hade tre filtreplikat, det vill sdga
totalt18 jordprover. Behandlingarna var: trida (A), Ca(NO3)2 (C), halm + N (G),
grongddsling (H), flytgddsel (J) och slam (O).

I detta experiment anvéndes glukos, l-alanin och askorbinsyra som substrat.
Vilka koncentrationer som behdvdes for experimentet utgick ifrdn hur ménga
milligram kol per gram jord som behdvdes i varje koncentration. Skillnaden i
milligram kol per gram jord behovdes for att se vid vilken minsta ldgsta
koncentration som MicroResp™ och enzymanalysen fortfarande gav ett resultat.

Under testgenomgangen av experimentet bestdimdes det att det skulle finnas; 7,
6,5,4,3,2,10ch 0,5 mg C/ g jord for glukos och askorbinsyra. For l-alanin: 1,75,
1,5, 1,25, 1, 0,75 och 0,5 mg C/g jord.

Efter utrdkning kom jag fram till att det behdvdes 3,75 g glukos, 0,906 g I-alanin,
3,667 g askorbinsyra for spddningen. Nedanstdende tabell visar hur
koncentrationerna som behdvdes for att fa respektive mangd mg C/g jord.

Tabell 4. Mg C/g jord for mg substrat/brunn for glukos
Mg C/g jord Mg substrat/brunn (35 ul)

250,0

214,2857143

178,5714286

142,8571429

107,1428571

71,42857143

35,71428571
,9 17,85714286

S = N W B N
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Tabell 5. Mg C/g jord for mg substrat/brunn for askorbinsyra
Mg C/g jord Mg substrat/brunn (35 ul)

7 244,44

6 209,5238095
5 174,6031746
4 139,6825397
3 104,7619048
2 69,84126984
1 34,92063492
0,5 17,46031746

Tabell 6. Mg C/g jord for mg substrat/brunn for [-alanin
Mg C/g jord Mg substrat/brunn (35 ul)

1,75 62,42

1,5 51,78571429
1,25 43,1547619
1 34,52380952
0,75 25,89285714
0,5 17,26190476

Substraten uppviagdes pa vag och Overfordes till glasbdgare. Darefter
pippeterades 10 ml milli-Q-vatten till glasbdgarna och blandades med
magnetomrorare och virme. Sedan 6verfordes den 10 ml upplosta l16sningen till 15
ml volymetrisk flaska. Den resterande volymen till 15 ml pippeterades med milli-
Q-vatten till réret med pasteurpipett. 15 ml 16sningen i flaskan var av den hogsta
koncentrationen av substratet. Med hjélp av ekvationen clv2=c2v2 riknade jag ut
hur mycket milli-Q-vatten som behdvdes spiddas med av de resterande
koncentrationerna och anviande mig av den hogsta koncentrationen som bas.

Nar alla koncentrationer var fardigspddda overfordes de till 25 ml plastflaskor,

mirktes med innehdll och datum och forvarades i kylen tills de behovdes for
experimentet.
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Bilaga 2

MicroResp™

Forsta steget under denna metod var att ta fram de jordar som skulle méitas fran
frysen for upptining. Sex jordar fran ramforsdken med olika behandling upptinades.
Jordarna som anvéndes i experimentet var: trdda (A), Ca(NO3)2 (C), halm + N (G),
grongodsling (H), flytgddsel (J) och slam (O). Varje jord hade tre féltreplikat, det
vill siga 18 jordar togs fram totalt.

Varje jordplatta skulle ha sex olika jordar i sig enligt plate set up, se figur 4.
Innan jordplattorna blev fyllda med jord vigdes plattorna och resultatet noterades.
Darefter fylldes plattorna enligt plate set up, vdgdes igen och resultatet noterades.
Totalt fylldes 12 jordplattor. Alla jordplattor méarktes med vilka jordar den inneholl
samt en bokstav och nummer for att hdlla bédttre koll pd dem, se figur 5 for
markeringen pé jordplattorna.

Efter ifyllningen av jord dverfordes parafilm Gver plattorna, de blev inlagda i
Oppna plastpasar med fuktig trasa och inkuberades pa 25 grader 1 inkubationssképet
1 en vecka.

En vecka senare skedde forsta miittillfillet. Vid mitning av MicroResp™
behdvs: jordplatta med jord i, platta med detektionsgel, gummiplatta och
metallklammor. Se figur 7 for alla delar ihopsatta.

35 ul av de olika substraten tillsattes i1 alla jordplattor enligt plate set up, se figur
6. Alla kolsubstrat hade den ldgsta koncentrationen frén testgenomgéangen; 0,5 mg
C/g jord. Gummiplattorna, metallklimmorna och detektionsgelsplattorna sattes pa
jordplattorna och inkuberades i1 inkubationsskapet 1 25 grader under sex timmar.
Dérefter méttes absorbansen av detektionsgelen i flourescens/absorbans
spektrofotometern SPARK och resultaten infogades i en MicroResp-excelfil
tillsammans med vad jordplattorna vdgde med och utan jord samt jordarnas
vattenhalt. Foton togs pd detektionsgelen for att dokumentera fargskiftningen pa
plattorna. Ju gulare en brunn var desto mer hade jorden respirerat i den brunnen.

51



Jordplattorna lades i plastpasar med fuktigt papper i och inkuberades i 25 grader.
Inget mer kolsubstrat tillsattes under experimentets géng. Samma procedur
upprepades tva ganger ytterligare, med en veckas mellanrum.
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Bilaga 3

Enzymanalys

Enzymsubstraten togs ut ur frysen och inkapslades i1 aluminiumfolie for att tina,
1 cirka en timme. Tva 96-brunnsplattor behovde runt 8 ml enzymsubstrat, det vill
sdga ett forberett fryst ror enzymsubstrat. Totalt togs tre ror betaglukosidas (BG),
tre ror acid phosphatase (aP), tre ror N-acetylglutamatsyntas (NAG) och ett ror 4-
methylumbelliferone (MUB) fram for varje mattillfille.

Tre plattor av jordplattorna togs fram fran inkubationsskapet for enzymanalys.
600 pl natriumacetat, buffertlosning, tillsattes i varje brunn. Plattorna omskakades
med vortex och 300 pl pippeterades ut systematiskt med tre pippettblandingar fran
varje brunn till ependorfrér. Brunnarna med samma behandling och substrat
pippeterades till samma ependorfrdr, det vill sdga tre brunnar = 900 pl jordlosning
totalt i varje ependorfror. Totalt blev det 72 ependorfror (24 prover * 3 filtreplikat).
Alla ependorfror mérktes med jord och substrat, se figur 18. Dérefter spaddes
jordlésningarna i 5 ml natriumacetat i 15 ml falconrdr. 50 pl fran ependorfréren
overfordes efter vortexomrorning till falconrdoren som mirktes med jord och
substrat, se figur 17.

18 96-brunnsplattor togs fram, 3 st/enzymsubstrat * 2 miattillfillen * 3
faltreplikat, se figur 15. 200 pl fran falconréren overfordes till 96-brunnsplattorna
enligt plate set up, se figur 9. I quencingbrunnarna Overfordes 200 pl av
jordlosningarna med vatten som substrat. I MUB-brunnarna éverfordes 200 pl
natriumacetat.

I de plattor som skulle métas vid t, tillsattes 10 pul 0,5 M NaOH direkt. Sedan
overfordes 50 pl av respektive ezymsubstrat till de plattorna som skulle méta just
det enzymsubstratet. Totalt 6 plattor hade samma enzymsubstrat. I alla quenching-
och MUB-brunnar tillsattes 50 pl MUB 4,5 i stillet for annat enzymsubstrat.

Alla 96-brunnsplattor mérktes med vilket ezymsubstrat som tillsattes samt

to/tidpunkt da enzymsubstratet tillsattes. t,-plattornas flourecens mattes direkt i
SPARK. Instéllningarna sattes under varje mattillfalle pd set gain:74 efter att forsta
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plattan under forsta mattillféllet fick optimal gain:74. Exitationsvaglangden var
instélld pa 365 nm och emissionsvéaglangden pa 450 nm.

30 minuter efter dverforing av enzymsubstrat tillsattes 10 ul NaOH 1 de
resterande plattorna och flourescensen mattes dérefter. De plattorna hade inkuberats
1 30 minuter i morker med locket till 96-brunnsplattorna. Samma procedur
upprepades vid ytterligare vid tva mattillfdllen, med en veckans mellanrum.

Figur 15. 18 stycken 96-brunnsplattor med markering for vilket enzymsubstrat som

plattan innehaller samt tid fér mdtning.
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Figur 16. 6 stycken 96-brunnsplattor med BG, aP, NAG for bdde t0 och inkubering 30

minuter.

Figur 17. Falconrér med utspddda jordprover fran jordplattorna.
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Figur 18. 72 stycken ependorfror med jordlosning.
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Bilaga 4

Tabell 7. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat askorbinsyra, dag 1

Dag 1
Askorbinsyra
SAMMANFATTNING
Grupper Antal Summa  Medelvirde Varians
Ca(NO3)2 3 9,822801  3,274267 0,63052
Triada 3 7,256465  2,418822 0,461168
Flytgodsel 3 1422442 4,741473 0,437679
Grongddsel 3 16,33095  5,443649 1,638042
Slam 3 16,65686  5,552286 1,163983
Halm+N 3 13,95555 4,651849 0,186876
ANOVA
Variationsursprung SS df MS F p-virde  F-krit
Mellan grupper 23,31757 5  4,663514 6,192877 0,004621 3,105875
Inom grupper 9,036537 12 0,753045
Totalt 32,35411 17

Tabell 8. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat askorbinsyra, dag 7

Dag 7 Anova: En faktor

Askorbinsyra
SAMMANFATTNING

Grupper Antal Summa Medelvirde Varians

Ca(NO3)2 3 1,757107  0,585702 0,000196
Tréada 3 1,358437  0,452812 0,003244
Flytgddsel 3 1,219029  0,406343 0,02136
Grongodsel 3 1,106458  0,368819 0,021145
Slam 3 1,385455  0,461818 0,044666
Halm+N 3 1,580674  0,526891 0,012565
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ANOVA

Variationsursprung  KvS fe MKy F p-virde  F-krit
Mellan grupper 0,093672 5 0,018734 1,089458 0,414544 3,105875
Inom grupper 0,206353 12 0,017196

Totalt 0,300026 17

Tabell 9. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat askorbinsyra, dag 14

DAG 14 Anova: En faktor
Askorbinsyra
SAMMANFATTNING
Grupper Antal Summa  Medelvirde Varians
Ca(NO3)2 3 0,925655  0,308552 0,004213
Tréda 3 1,049939 0,34998 0,058671
Flytgddsel 3 0,506795  0,168932 0,010828
Grongddsel 3 0,41838 0,13946 0,008538
Slam 3 0,333506  0,111169 0,003565
Halm+N 3 0474247  0,158082 0,003018
ANOVA
Variationsursprung SS df MS F p-virde  F-krit
Mellan grupper 0,145013 5 0,029003 1,958921 0,157719 3,105875
Inom grupper 0,177665 12 0,014805
Totalt 0,322678 17

Tabell 10. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat glukos, dag 1

Dag 1
Glukos

Anova: En faktor

SAMMANFATTNING

Grupper Antal Summa Medelvirde Varians
Ca(NO3)2 3 4353018  1,451006 0,349822
Triada 3 3,692955  1,230985 0,058101
Flytgodsel 3 17,77168 5923892 1,961166
Grongddsel 3 19,32951 6,44317 3,287757
Slam 3 17,45315  5,817718 2,779423
Halm+N 3 9,897533  3,299178 0,086788
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ANOVA

Variationsursprung  KvS fe MKy F p-virde  F-krit
Mellan grupper 82,87774 5 16,57555 11,66874 0,000285 3,105875
Inom grupper 17,04611 12 1,420509

Totalt 99,92386 17

Tabell 11. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat glukos, dag 7

Dag7  Anova: En faktor
Glukos

SAMMANFATTNING

Grupper Antal Summa Medelvdrde Varians
Ca(NO3)2 3 1,142792  0,380931 0,003996
Tréada 3 0,627128  0,209043 0,000991
Flytgddsel 3 0,751787  0,250596 0,010842
Grongddsel 3 0,699494  0,233165 0,00111
Slam 3 1,169722  0,389907 0,01671
Halm+N 3 0,56616 0,18872 0,001078
ANOVA
Variationsursprung ~ KvS fe MKv F p-virde  F-krit
Mellan grupper 0,115693 5 0,023139 3,997732 0,022876 3,105875
Inom grupper 0,069455 12 0,005788
Totalt 0,185149 17

Tabell 12. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat glukos, dag 14
Dag 14  Anova: En faktor
Glukos

SAMMANFATTNING

Grupper Antal Summa Medelvirde Varians
Ca(NO3)2 3 0,605037  0,201679 0,009854
Triada 3 0336568  0,112189 0,000481
Flytgodsel 3 0,446996  0,148999 0,00335
Grongddsel 3 0,538611 0,179537 0,001077
Slam 3 0,523698  0,174566 0,000754
Halm+N 3 0417458  0,139153 0,00028
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ANOVA

Variationsursprung  KvS fe MKy F p-virde  F-krit
Mellan grupper 0,01551 5 0,003102 1,178263 0,375108 3,105875
Inom grupper 0,031592 12 0,002633

Totalt 0,047102 17

Tabell 13. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat I-alanin, dag 1

Dag 1
L-alanin

Anova: En faktor

SAMMANFATTNING
Grupper Antal Summa Medelvdrde Varians
Ca(NO3)2 3 1,352547  0,450849 0,002825
Tréada 3 1,216776  0,405592 0,001351
Flytgoddsel 3 6,225339  2,075113 0,665967
Grongddsel 3 5257031 1,752344  0,0165
Slam 3 6,482958  2,160986 0,18048
Halm+N 3 4,048184 1,349395 0,127812
ANOVA
Variationsursprung  KvS fe MKy F p-virde  F-krit
Mellan grupper 9,132796 5 1,826559 11,01514 0,000375 3,105875
Inom grupper 1,989872 12 0,165823
Totalt 11,12267 17
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Tabell 14. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat I-alanin, dag 7
Dag7  Anova: En faktor

L-alanin
SAMMANFATTNING
Grupper Antal Summa Medelvirde Varians
Ca(NO3)2 3 0,616378  0,205459 0,000344
Tréada 30,4074 0,1358 0,001638
Flytgoddsel 3 0,359766  0,119922 0,003689
Grongddsel 3 0,314096  0,104699 0,000745
Slam 3 0,217319 0,07244 0,000136
Halm+N 3 0,628526  0,209509 0,00978
ANOVA
Variationsursprung ~ KvS fe MKv F p-virde  F-krit
Mellan grupper 0,046013 5 0,009203 3,380634 0,038915 3,105875
Inom grupper 0,032665 12 0,002722
Totalt 0,078678 17

Tabell 15. ANOVA for MicroResp™ med kolsubstrat I-alanin, dag 14
Dag 14  Anova: En faktor

L-alanin
SAMMANFATTNING
Grupper Antal Summa Medelvdrde Varians
Ca(NO3)2 3 0,219097  0,073032 1,25E-05
Tréada 3 0,053116  0,017705 0,000669
Flytgodsel 3 0 0 0
Grongodsel 3 0 0 0
Slam 3 0 0 0
Halm+N 3 0,103605  0,034535 0,000906
ANOVA
Variationsursprung  KvS fe MKv F p-virde  F-krit
Mellan grupper 0,012673 5 0,002535 9,581755 0,000714 3,105875
Inom grupper 0,003174 12 0,000265
Totalt 0,015847 17
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Publicering och arkivering

Godkénda sjélvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student dger du upphovsritten till ditt arbete och behdver godkénna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen) och metadata
bli synliga och sokbara pé internet. Om du kryssar i NEJ, kommer endast metadata
och sammanfattning bli synliga och sdkbara. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler dn en person har skrivit arbetet géller
krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lank till SLU:s publiceringsavtal pa den
hér sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316.

JA, jag/vi ger harmed min/var tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om Gverlatelse av rétt att publicera verk.

(1 NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.
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