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REFERAT

Nitrifierande mikrobiella samhéllen som indikatorer for fororenad jord -
Jamforelse av den genetiska och funktionella potentialen

Linn Berkelund

I Sverige finns det ungefir 25 000 riskklassade fororenade omrdden samt dnnu fler
omridden som potentiellt dr fororenade. Naturvardsverket har tagit fram generella
riktviarden for olika fororenade &mnen. Halter Over riktviardena antyder att risken for
negativa effekter pd méinniskan eller miljon bedoms vara stor och att efterbehandling av
omrddet &r aktuellt. Ett vanligt, men kostsamt efterbehandlingsalternativ &r urschaktning
och bortforsling av jord innehallandes halter av &mnen 6ver riktvirdena. Ett intresse finns
for att utveckla latt tillimpbara metoder for platsspecifik riskbedomning av mark 1 syfte
att skydda markmiljon och dess funktioner. Mikroorganismer som ingar i kvivets
kretslopp utfor nyckelfunktioner i jorden. Flera studier indikerar att dessa
mikroorganismers abundans och aktivitet paverkas av flera olika markféroreningar.

Inom forskningsprojektet APPLICERA har ett lysimeterexperiment genomforts dér tva
jordar, med olika egenskaper med avseende pé bland annat kornstorleksfordelning och
pH (svagt basisk sandy loam respektive sur sand), fororenats med koppar respektive
PAH:er i varierande halter. Halterna motsvarar riktviarden for kdnslig markanvéndning
(KM), mindre kénslig markanvindning (MKM) och 3xMKM. Provtagning av jorden har
skett vid tre tillfidllen under en period av 16 ménader. I detta examensarbete har
nitrifierande mikroorganismers potential for att anvdndas som indikatorer for fordndrad
markfunktion i fororenad jord undersokts. Detta har gjorts genom att kvantifiera
ammoniakoxiderande arkéer (AOA), ammoniakoxiderande bakterier (AOB) samt de
nitritoxiderande bakterieslaktena Nitrospira och Nitrobacter i jord som provtagits vid de
olika tidpunkterna i lysimeterexperimentet. Matning av potentiell ammoniakoxidation
(PAO) har skett for jord fran det sista provtagningstillfdllet.

Resultaten visade att abundansen av mikroorganismerna generellt var storre i den svagt
basiska jorden klassificerad som sandy loam &n i den sura jorden klassificerad som sand.
Med tiden minskade AOA:s abundans for den hogsta koncentrationen av koppar och
PAH, sirskilt utpriiglad var minskningen i den sura jorden. Aven Nitrospira minskade i
abundans 1 PAH-fororenad jord for bdda jordtyperna, dock kunde en minskning i
abundans i kopparfororenad jord statistisk endast sikerstillas for den sura jorden. AOB:s
och Nitrobacters abundans visade inte pd nagon tydlig uppat- eller nedatgédende trend
varken Over tid eller for Okande fororeningshalt. Skillnaden 1 kvantitet av
mikroorganismer mellan jordtyperna antyder att jordens kemiska och fysiska egenskaper
paverkade mikroorganismernas abundans savél som fororeningarnas biotillgénglighet.
PAO minskade med 6kande kopparhalt for bada jordtyper, ddremot sdgs en minskning i
PAO med 6kande PAH-halt endast i den sura jorden. Resultaten antyder att abundansen
av AOA och Nitrospiras verkar ha storst potential att utgora generella indikatorer dver
dndrad markfunktion, dock ldmpligen med komplettering av forbittrade mitningar av
PAO f0r att f4 mer information om kvévets kretslopp 1 férorenad jord.

Nyckelord: Fororenad mark, koppar, PAH, nitrifikation, mikroorganismer, AOA, AOB,
Nitrospira, Nitrobacter
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ABSTRACT

Nitrifying microbial communities as indicators of soil contamination -
Comparison of genetic and functional potential

Linn Berkelund

In Sweden there are around 25,000 contaminated areas classified as a risk for human
health or the environment, and even more potentially contaminated areas. The Swedish
Environmental Protection Agency has developed generic guideline values for hazardous
substances. Contamination levels exceeding the guideline values indicate a large risk for
human health or the environment and that there is a need to remediate the site. A
frequently used and expensive aftertreatment is excavation and removal of contaminated
soil. Therefore, there is an interest to develop easy applicable methods for site-specific
risk assessment with the purpose to protect the soil environment and its functions.
Microorganisms involved in the nitrogen cycle perform key functions in soil. Several
studies indicate that the abundance and activity of N-cycling microorganisms are
sensitive to various soil pollutions.

Within the research project APPLICERA, a lysimeter experiment was conducted with
two different soil types (acidic sandy soil and slightly alkaline sandy loam) and different
contamination levels of copper and PAH. The contamination levels corresponded to
generic guideline values for sensitive land-use (KM)), less sensitive land-use (MKM) and
3xMKM. Soil samples were taken at three times during a period of 16 months. The aim
of this master thesis was to investigate nitrifying microorganism potential as indicators
for altered soil functioning in contaminated soil. Ammonia-oxidizing archaea (AOA),
ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and the nitrite-oxidizing bacteria genera Nitrospira
and Nitrobacter has been quantified in soil samples with the different treatments.
Measurements of the potential ammonia oxidation (PAQO) have been performed in soil
from the last sample taking.

The abundance of the nitrifying microorganisms was in general higher in the slightly
alkaline sandy loam soil. Over time there was a decrease in AOA abundance for the
highest concentration of copper and PAH, most pronounced in the acidic sandy soil. Also,
a decrease in the abundance of Nitrospira in soil contaminated with PAHs could be seen
for both soil types. In copper contaminated soil a distinct decrease in the abundance of
Nitrospira could only be seen in the acidic sandy soil. The abundance of AOB and
Nitrobacter did not show any obvious pattern for different contamination levels or over
time. The difference in abundance of nitrifying microorganisms between the soil types
suggests that the soil’s chemical and physical characteristics as well as the bioavailability
of the contaminant affected their abundance. A significant decrease in PAO could be seen
for the highest contamination level of copper for both soil types, but for the PAH
contaminated soil PAO decreased only in the acidic sandy soil. These results suggest that
the abundance of 404 and Nitrospira seems to have greatest potential as general
indicators for altered soil functioning. However, improved activity measurements are
needed to gain greater insight into the soil N-cycle functioning in contaminated soils.

Key words: Contaminated soil, copper, PAH, nitrification, microorganisms, AOA,
AOB, Nitrospira, Nitrobacter
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POPULARVETENSKAPLIG SAMMANFATTNING
Nitrifierande mikrobiella samhéllen som indikatorer for fororenad jord -
Jamforelse av den genetiska och funktionella potentialen

Linn Berkelund

Jord &r en naturresurs som tillhandahaller olika ekosystemtjénster sésom matproduktion,
nedbrytning av visst avfall och energigrodor. Historiskt har industriverksamhet sdsom
glasbruk, impregneringsanldggningar, kemtvétterier samt massa- och pappersbruk
resulterat i att giftiga &mnen spridits i naturen. I Sverige finns ett stort antal fororenade
omraden som ir i behov av atgirder. Atgirdandet av fororenad mark faller inom
miljokvalitetsmélet Giftfri miljo som syftar till att forekomsten av &mnen 1 miljon till
foljd av antropogena aktiviteter inte ska utgora ett hot varken for ménniskan eller den
biologiska méngfalden. Naturvardsverket dr den myndighet som har det dvergripande
ansvaret 1 arbetet kring fOrorenade omrdden och de har tagit fram metoder for
riskbeddmning av fororenad mark samt generella riktvdrden for olika &mnen.
Fororeningshalter 6ver riktvérdena antyder att risken for negativa effekter pd ménniskan
eller miljon bedoms vara stor och att efterbehandling av omridet dr aktuellt. Det &r ofta
skyddet av markmiljon pa platsen som leder till 14gst riktvérdeshalter. Till stor del &r det
mikroorganismer som utfor viktiga processer i marken, sdsom dmnens kretslopp i
marken. Det saknas standardiserade metoder for att avgdra fororeningars paverkan pa
dessa mikroorganismer. Ett vanligt efterbehandlingsalternativ av fororenad mark ar
urschaktning och bortforsling av jord innehdllandes halter av dmnen over riktvirdena.
Dock dr detta behandlingsalternativ kostsamt och dérfor finns ett behov av att utreda
nyttan av denna atgérd for markmiljon.

Till {6ljd av detta har forskningsprojektet APPLICERA initierats som syftar till att
utveckla litt applicerbara metoder som kan anvéndas vid platsspecifik riskbeddmning av
fororenad mark dir fokus ligger pé att skydda markmiljon och dess funktioner. Viktiga
nyckelfunktioner utfors bland annat av olika typer av mikroorganismer i marken som ar
inblandade i exempelvis kvévets kretslopp. Kvdve ér ett grundimne som &dr nddvandigt
for livet pa jorden dé det bland annat ingér i proteiner. Kvévets kretslopp &r globalt och i
marken finns mikroorganismer, bade bakterier och arkéer, som utfér biologisk
kvévefixering ddr kvédvgas frdn luften omvandlas till ammoniak. Ammonium &r den
protonerade formen av ammoniak som bildas nir féreningen tar upp en proton. Med
minskande pH-virde i jordens markvatten protoneras en allt storre del av all ammoniak
och blir ammonium dé det finns fler vétejoner att tillgd. I marken kan ammoniak oxideras
till nitrit av mikroorganismer som nyttjar kviaveforeningen for att erhdlla energi. Nitrit i
stora koncentrationer i marken &r giftigt, men kvéveforeningen ansamlas séllan i marken.
Vissa mikroorganismer i marken kan @ven utnyttja nitrit for att tillgodose sitt energibehov
och dé oxideras nitrit till nitrat. Omvandlingen av ammoniak till nitrit och vidare till nitrat
bendmns nitrifikation.

Forskning inom omradet tyder pd att mikroorganismerna som utfor de olika delstegen i
nitrifikationsprocessen paverkas negativt i jord fororenad med en eller flera fororeningar.
Exempelvis har olika tungmetaller visat sig paverka kvantiteten och aktiviteten hos
mikroorganismer som deltar i nitrifikationsprocessen. Aven organiska dmnen som
polycykliska aromatiska kolviten (PAH:er) som bildas vid ofullstindig forbranning av
organiskt material har visat sig ha en inverkan pd mikroorganismerna. Vissa
mikroorganismer har formagan att bryta ner PAH:er d&ven om processen gir langsamt.



I detta projekt har det undersokts hur kvantiteten av mikroorganismer inblandade i
nitrifikationsprocessen i jorden dndras med 0kande fororeningshalt av koppar respektive
PAH:er dver tid. Utdver detta har aktivitetsmédtningar gjorts for att uppskatta vid vilken
hastighet ammoniakoxiderande mikroorganismer oxiderar ammoniak till nitrit under
tankta optimala forhdllanden. Detta har gjorts genom att fororena jord av tva olika
jordtyper med koppar respektive PAH:er i1 varierande halter och sedan har jordarna
provtagits under tre tillfillen. Den ena jorden var en sandig lerjord med ett svagt basiskt
pH-vérde. Den andra jorden som undersoktes hade ett surt pH-vérde och var sandig.

Molekyldra tekniker dr kraftfulla verktyg for att studera mikroorganismer i jorden. DNA
frén mikroorganismer kan extraheras frn jordprov, och rikligheten av olika grupper av
mikroorganismer kan bestimmas genom att anvénda en teknik som bendmns kvantitativ
PCR (qPCR). Det finns ammoniakoxiderande arkéer (AOA) samt ammoniakoxiderande
bakterier (AOB) som utfor det forsta steget i nitrifikationsprocessen och bida dessa
grupper kvantifierades i det hir arbetet. Aven de mindre vilstuderade bakteriesliktena
Nitrospira och Nitrobacter som tros oxidera merparten av nitrit till nitrat i ménga jordar
kvantifierades.

Kvantiteten av alla undersokta mikroorganismer var generellt storre i den svagt basiska
leriga sandjorden &n i den sura sandjorden vid alla tidpunkter i bdde fororenad och i ej
fororenad referensjord. Antalet mikroorganismer tillhdrande gruppen AOA minskade
med tiden for den hogsta fororeningshalten av koppar respektive PAH 1 bada jordtyperna.
Ett liknande monster syntes for Nitrospira, dock observerades ingen tydlig nedging i
antalet Nitrospira for den hogsta fororeningshalten i den svagt basiska leriga sandjorden.
Kvantiteten av AOB och Nitrobacter hade ingen tydlig nedatgdende trend for okade
fororeningsgrad. Den faktorn som hade storst inverkan pa antalet mikroorganismer var
generellt jordtyp, vilket indikerar att jordens egenskaper har storre inverkan &n
fororeningarna vid de undersokta fororeningsgraderna. Aktivitetsmatningarna visade att
mikroorganismerna vid antagna optimala forhallande var som mest aktiva i den svagt
basiska leriga sandjorden. Aktiviteten hos mikroorganismerna minskade i den svagt
basiska leriga sandjorden endast for okande fororeningsgrad av koppar. I den sura
sandjorden minskade aktiviteten med 6kande fororeningsgrad for bdde koppar och PAH.
Sammantaget verkar AOA och Nitrospiras kvantitet 1 kombination med
aktivitetsmdtningar ha  storst potential att utgéra indikatorer for nér
nitrifikationsprocessen i marken hdmmas av fororeningar.
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1 INLEDNING

I Sverige finns det cirka 25 000 riskklassade fororenade omraden och av dessa &r 1000
allvarligt fororenade (Naturvardsverket, 2018). Att dtgidrda fororenade omréden faller
inom miljokvalitetsmalet Giftfri miljo och de ska enligt miljomalet dtgirdas till den grad
att dessa inte utgér nagot hot for varken ménniskors hédlsa eller miljon
(Miljodepartementet, 2012). Riktvirden for olika &mnen &r ett viktigt verktyg i
riskbeddmningen av fororenade omréden. Dessa kan vara generella riktvirden som
Naturvardsverket tagit fram, men det dr inte alltid dessa kan anvéndas dé forhallanden pa
platsen kan avvika fran forutsittningarna som ligger till grund for det generella riktvérdet.
Det kan exempelvis vara skyddsvirdet for miljon och omgivningen som skiljer sig. I
dessa fall tas ibland platsspecifika riktvirden fram efter Naturvardsverkets metodik.
Ibland ldmpar sig inte riktvdrden som beddmningsgrund och istéllet finns ett behov av en
mer fordjupad riskbeddmning (Naturvardsverket, 2009).

Riktvdrden som dr framtagna for skydd av markmiljon kan indelas i tvd skyddsnivaer:
kéinslig markanvdndning (KM) och mindre kénslig markanvandning (MKM). Dessa har
i de flesta fall tagits fram genom ekotoxikologiska studier av ett visst antal organismer.
Vid otillrdckliga data for marklevande organismer anvéinds data fran tester utférda pa
akvatiska organismer. Ekosystemet pa platsen bedoms att kunna utfora de funktioner som
behovs for markanviandningen ndr fOroreningshalten inte &r hogre &n riktvirdet
(Naturvardsverket, 2009). Markmiljon &r ofta det styrande skyddsobjektet vid
riskbeddmningar, men trots det &r det ovanligt att fordjupade ekotoxikologiska eller
ekologiska riskbedomningar genomfors. En konsekvens av detta dr att pdkostade
urschaktningar av all jord med fOroreningshalter Over riktvdrdena dr ett vanligt
efterbehandlingsalternativ trots att nyttan for markmiljon &r okénd (Back et al., 2016).

I nuldget finns manga icke standardiserade ekotoxikologiska tester, men fa tester for
ekologisk riskbedomning att anvénda vid platsspecifik riskbedomning av fororenad jord.
Detta gor att 1ampliga metoder ofta maste utvecklas for varje enskilt fall vilket leder till
stora kostnader samt kan ge upphov till godtycklighet i bedomningen. Det finns &ven en
osdkerhet kring hur anvidndbara de ekotoxikologiska testernas resultat &r i
riskbedomningar (Naturvardsverket, 2006a). Arbetet med att ta fram standardiserade
metoder for ekologisk riskbeddmning dr i sin linda. En forklaring till detta &r att det inte
stalls ndgra krav pa att tillimpa ekologisk riskbeddmning av mark (Back et al., 2016).

Nitrifikation som &r en biokemisk process som utfors av mikroorganismer i marken &r en
viktig markfunktion som beddmts vara intressant att studera nirmare med avseende pé
dess potential att anvdndas vid markekologiska riskbedomningar av fororenad jord.
Dirmed finns ett behov av att undersdka om kvantiteten och funktionen hos de
nitrifierande mikroorganismerna kan vara lampliga indikatorer for markmiljons status
betrdffande dess funktion och paverkan av fororeningar.



2 SYFTE OCH FRAGESTALLNINGAR

Syftet med det hdr examensarbetet var att undersoka om nitrifierande mikroorganismers
kvantitet och funktion kan vara ldmpliga indikatorer for att avgora nér
nitrifikationsprocessen i mark forandras till foljd av koppar och polycykliska aromatiska
kolviten (PAH:er). Arbetet syftade dven till att undersdka om jordtyp kunde paverka hur
lampliga de nitrifierande samhaéllena var att anvéindas som indikator samt om effekten av
fororeningarna varierade over tid. Utdver detta fanns ett intresse for att undersoka vilka
grupper av nitrifierande mikroorganismer som var involverade i nitrifikationsprocessen i
fororenad jord av olika jordtyp. For att uppnd syftet med arbetet formulerades foljande
fragestéllningar:

e Hur paverkas kvantitet och funktion hos mikrobiella nitrifierande samhéllen av
koppar respektive PAH:er i mark?

e Har jordtyp ndgon effekt pd de nitrifierande samhéllenas forméga att utgdra en
indikator for markens funktion och foéroreningsstatus?

e Varierar effekten av fororeningarna over tid?

e Hur reagerar olika grupper av nitrifierande mikroorganismer péd koppar
respektive PAH:er?

2.1 AVGRANSNINGAR

I projektet har det ej undersokts vilka effekter mixer av flera fororeningar, exempelvis av
bade koppar och PAH, har pa de nitrifierande mikroorganismerna. Vidare studerades inte
effekten av koppar och PAH pd nitrifierande bakterier som kan utfora alla steg i
nitrifikationsprocessen (comammox).



3 TEORI

3.1 MIKROORGANISMER SOM INDIKATORER

Bioindikatorer dr organismer som kan anvénds for att avgdra status hos en miljo eller for
att upptécka ndr fordndringar sker i en miljo. Lampliga bioindikatorer hittas bland djur,
véxter, plankton savdl som hos mikroorganismer beroende pé syftet (Parmar, Rawtani &
Agrawal, 2016). Mikroorganismer anvinds bland annat som biologiska indikatorer inom
dricksvattenproduktion for att upptécka otillricklig rening av vattnet och andra problem
med dricksvattenkvaliteten (Svenskt vatten, 2017). For jord har en hel del forskning
bedrivits med syftet att hitta biologiska indikatorer for markkvalitet. Nyttan med
indikatorerna &r bland annat att tidigt kunna se om en jord mister ndgon viktig funktion
(Schloter et al., 2018). Mark 4r en naturresurs som fOrser oss med ménga
ekossystemtjdnster, exempelvis mojliggér den matproduktion. Forstdelsen kring markens
funktioner och ekosystemtjénster som den erbjuder &r dnnu bristféllig. Dock &r det kéint
att jordens mgjlighet att erbjuda olika ekosystemtjdnster beror av jordens formaga att
bibehélla olika egenskaper exempelvis en viss markbiologi (Hatfield, Sauer & Cruse,
2017). Till stor del har fokus inom forskning legat pd att hitta indikatorer for jord bland
makrofaunan i marken, exempelvis diversiteten av nematoder och daggmaskar (Schloter
et al., 2018). Daggmaskar har fa yttre barridrer mot markvétskan och konsumerar stora
méngder jord vilket har gjort att de fatt mycket fokus i ekotoxikologiska studier. Flera
studier har visat att de dr ldmpliga indikatorer for metallféroreningar i de marktyper dér
de existerar da de ackumulerar metaller (Sivakumar, 2015).

Markmikroorganismers potential att utgora ldmpliga biologiska indikatorer har inte
undersokts i lika stor utstrackning som makrofaunan i marken. De organismer som dr
lampliga kandidater for att utgéra indikatorer i jord bor idealt utféra nagon nyckelfunktion
ijorden eller vara en nyckelart (Schloter et al., 2018). En indikator bor dven svara snabbt
pa naturliga sévél som antropogena fordndringar (Cardoso et al., 2013).

Vilka mikroorganismer som finns i jord varierar mycket i tid och rum (Schloter et al.,
2018). Mikroorganismernas aktivitet i jorden &r generellt 1dg och de hittas enbart pd en
liten andel av den totala partikelytan i jorden. De finns i anslutning till lerpartiklar,
organiskt material, i sma halrum mellan partiklar och i rotzonen hos vaxter (Kavamura &
Esposito, 2010). Jordens partikelstorlek har en inverkan pa mikrobiella samhéillens
struktur. I en studie av Sessitsch et al. (2001) konstaterades en storre diversitet av
mikroorganismer i finkorning mark jamfort med grovkorning mark. I storleksfraktionerna
silt och lera péatrdffades en hogre andel biomassa dn i andra fraktioner.

Det finns manga tillgéngliga metoder for att studera mikrobiom i jorden. Traditionellt har
odling av mikroorganismer varit vanligt forekommande. Odling av mikroorganismer har
nackdelen att metoden inte ger fullsténdig information om vilka mikroorganismer som de
facto finns in situ. Det uppskattas att endast 1 % av mikroorganismerna i ett mikrobiellt
samhille dr odlingsbara. Polymeraskedjereaktion (PCR) och kvantitativ PCR (qPCR) dr
exempel pd molekyldra metoder dir manga kopior skapas av en specifik DNA- eller
RNA-sekvens for att kunna detektera och/eller kvantifiera den. Nackdelar med
PCR/qPCR ir bland annat att det kan uppkomma ospecifika PCR-produkter sdsom
artefakter, vilket ger ett felaktigt resultat (van Elsas & Boersma, 2011). Andra nackdelar
ar att det kan féorekomma inhibition i proverna och att den specifika primer som anvénds
inte detekterar/kvantifierar alla organismer som utfor en viss funktion i jorden. Manga
studier av mikroorganismer som indikatorer i jord har fokuserat pa det mikrobiella
samhillets sammansittning genom att kvantifiera gener genom qPCR. Sambhillen av



bakterier, arkéer och svampar kan kvantifieras genom att detektera gener som kodar olika
subenheter av ribosomer, som hittas i alla levande organismer. Bakterier och arkéers
abundans 1 en miljo kan bestimmas genom att kvantifiera den ribosomala genen 16S
rRNA. Svampar kan istéllet kvantifieras genom I'TS-regionen som ar en bit icke-kodande
DNA som hittas mellan de ribosomala generna (Beebee & Rowe, 2004; Schloter et al.,
2018). Bland mikroorganismer som utfor nyckelfunktioner i marken och ddrmed har
potential att utgora indikatorer finns flera molekyléra markdrer for mikroorganismer som
ar involverade 1 kretsloppen av kol och kvidve. En del mikroorganismer uttrycker endast
en viss funktion under specifika miljoforhéllanden vilket gor att kvantifiering av dessa
inte alltid séger ndgot om deras aktuella funktion i jorden (Schloter et al., 2018).

Forutom molekyldra metoder som fokuserar pé att faststdlla mikroorganismers riklighet
finns andra metoder som syftar till att kartlagga mikroorganismers funktioner i jorden.
Mitning av mikrobiell aktivitet ute i félt, exempelvis markrespiration, forsvaras av att
inverkande miljofaktorer ar fordnderliga och att mikroorganismernas aktivitet kan vara
svér att sdrskilja fran véxters. Korttidsmétningar av aktivitet i labb dér enzymatisk
aktivitet méts har fordelen att miljoforhallanden kan héllas konstanta (Schloter, Dilly
&Munch, 2003). Vid métningar av enzymatiska aktiviteter dr ett problem att nuvarande
tillgéngliga metoder ger information om potentiell enzymaktivitet snarare &n den verkliga
i jorden. Detta gor det svart att dra slutsatser kring jordens verkliga funktion (Nannipieri
et al., 2012).

Ett stort antal studier som genomf0rts visar att de flesta mikroorganismers funktioner har
liten motstandskraft och aterhdmtningsférmaga i jordar som fororenats med tungmetaller.
Aven andra féroreningar, exempelvis PAH:er har visat sig ha en negativ inverkan pa
mikroorganismer. Kvive dr ofta det ndringsdmne som dr begransande i marken och dérav
har ett intresse funnits for att undersoka hur mikroorganismerna som deltar i dess
kretslopp exempelvis paverkas av tungmetaller och om de &r lampliga bioindikatorer.
Mikroorganismerna som deltar i kvavets kretslopp har visat sig vara mindre toleranta mot
tungmetaller an de som deltar i kolets kretslopp i marken (Griffiths & Philippot, 2013).

3.2 NITRIFIKATION

Kviéve har ett globalt kretslopp och hittas i atmosfaren, hydrosfaren och biosféaren i sin
rena form samt i olika kvaveforeningar. Kvive &r essentiellt for livet pa jorden da det ar
en bestandsdel i proteiner och andra biomolekyler (Nationalencyklopedin, u.a.-a). De
huvudsakliga processerna i kvivets kretslopp illustreras i figur 1. Processerna sker dven
1 vatten och mellan vatten och luft. Kvivets 6vergéng fran kvévgas i atmosfiren till
kvéveforeningar som kan anvéndas i celluldr metabolism och for tillvéxt ar fullstandigt
beroende av mikrobiell aktivitet. Biologisk kvivefixering &r en process som utfors av
bakterier och arkéer i mark eller vatten dér kvdvgas, N> 1 atmosfdren reduceras till
ammoniak, NH;3. De kvivefixerande organismerna kodar for enzymet nitrogenas som
katalyserar reaktionen. Ammoniaken som bildas vid kvévefixeringen kan assimileras av
viaxter 1 form av ammonium, NH4", men dven oxideras aerobt eller anaerobt av
ammoniakoxiderande mikrober (Stein & Klotz, 2016).
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Figur 1. Kvévets kretslopp med de huvudsakliga processerna: (a) kvévefixering, (b) mineralisering, (c)
assimilation, (d-e) ammoniumoxidation till nitrit, (f) nitrit reduceras till ammonium, (g) nitrat reduceras till
nitrit, (h) nitritoxidation till nitrat, (i-1) denitrifikation, (m-n) anammox. (delprocesser hdmtade fran Stein
& Klotz, 2016). Egen illustration.

I denna litteraturstudie ligger fokus pd mikroorganismer som deltar i de aeroba
nitrifikationsprocessen (delprocesserna d-e och h i figur 1 samt ekvationerna 1-3).

Mikroorganismerna som dr inblandade i ammoniaks omvandling till nitrat kan delas in i
tre grupper: ammoniakoxiderande, nitritoxiderande samt fullstdndiga
ammoniakoxiderande mikroorganismer, kallade comammox (Stein & Klotz, 2016).
Oxidationen av ammoniak till nitrit (ekvation 1 och 2) é&r wvanligen det
hastighetsbegrinsande steget 1 nitrifikationsprocessen (Prosser & Nicol, 2012).
Processerna 1 ekvationerna 2-3 dr energigivande for kemoautotrofa mikroorganismer.
Vissa heterotrofa bakterier och svampar har formagan att delta i nitrifikationsprocessen,
men processen ar inte energigivande for dem. Dessa tros kunna spela en stor roll i miljoer
dér autotrofa nitrifierare ar himmade av en eller flera faktorer (Ward, 2013).

Ammoniaks oxidation till nitrit sker i tva delsteg, dir det forsta delsteget (ekvation 1)
katalyseras av enzymet ammoniakmonooxygenas (AMO) och det andra delsteget
(ekvation 2) av enzymet hydroxylaminoxidoreduktas (HAO) (Kowalchuk, & Stephen,
2001).

AMO
NH3+2H++02+29_ _)NH20H+H20 (1)
HAO
NH,OH + H,0 — NO; + 5H" + 4e~ )

Nitritoxidoreduktas (NXR) ar det enzym som har en nyckelroll i nitrits oxidation till nitrat
(ekvation 3) (Daims, Liicker & Wagner, 2016). Nyligen har en enskild organism som
utfor alla stegen i nitrifikationsprocessen (ekvation 1-3) upptéckts (van Kessel et al.,
2015).

NXR
NO; + H,0 — NO3 + 2H" + 2e~ 3)



3.2.1 Ammoniakoxiderande bakterier

Ammoniakoxiderande bakterier (AOB) idr kemolitoautrotrofa och utfér den
energigivande oxidationen av ammoniak till nitrit. Den energi som AOB utvinner vid
oxidation av kvdveforeningarna anvinds for att fixera koldioxid och tillgodose behovet
av kolkilla med hjilp av Calvincykeln (Ward, 2013). Calvincykeln sker i kloroplasternas
stroma hos véxter, bakterier och alger och mojliggdr koldioxidassimilation genom att
koldioxid omvandlas till kolhydrater (Nationalencyklopedin, u.a.-b). Nitrit dr den
huvudsakliga produkten som bildas nir AOB oxiderar ammoniak, men dven lustgas
bildas i mindre skala. Lustgasproduktionen gynnas av laga syrehalter (Ward, 2013).
Aktiviteten och tillvixten av AOB tros inte begrinsas av tillgdngen till koldioxid. AOB
patraffas i de flesta oxiska miljoer dir det finns tillgdng till ammoniak och &r allmént
forekommande 1 jord, farskvatten och marina miljéer. AOB har &ven hittats i mindre
syrerika miljoer. AOB tillvixer langsamt vilket gor dem till svdrodlade mikroorganismer.
I jord tros AOB till stor del finnas associerade till jordpartiklar vilket gor att de fér en lag
omsittningshastighet. De flesta AOB formodas kunna Overleva ldnga perioder av
inaktivitet.

Olika RNA- och DNA-sekvenser kan anvdndas som markdrer for att identifiera AOB.
Specifika sekvenser av 16S rRNA-genen har ldnge anvédnts som markdrer, men senare
har aven AOB:s variant av genen amoA borjat att anvdndas. En fordel med amoA-genen
ar att den har storre variation hos olika arter dn sekvenser av 16S rRNA vilket mdjliggor
att néra besliktade arter kan sérskiljas vid sekvensering (Kowalchuk, & Stephen, 2001).

3.2.2 Ammoniakoxiderande arkéer

Den forsta ammoniakoxiderade arkéen (AOA) beskrevs av Konneke et al. (2005) ar 2005
och hittades i havsvatten. Upptéickten av dessa mikroorganismer kom att grundligt
fordndra kunskapen om vilka mikroorganismer som utfér det forsta delsteget i
nitrifikationsprocessen. AOA har visat sig vara dominerande 6ver AOB i manga
naturmiljoer. AOA tros vara Overvdgande kemolitoautotrofa, men de assimilerar
huvudsakligen koldioxid pé ett annat sétt &n AOB (Ward, 2013). AOA har dven hittats i
miljoer med extrema forhéllanden, exempelvis hittades &r 2008 termofila AOA som kan
tillvixa i miljoer dar temperaturen dr hogre dn 70 °C. AOA har precis som AOB sekvenser
av 16S rRNA och amoA som kan anvindas som markdrer (de la Torre et al., 2008).

3.2.3 Nitritoxiderande bakterier

Det andra steget i nitrifikationsprocessen (ekvation 3) utfors av nitritoxiderande bakterier
(NOB) (Ward, 2013). Kunskapen om dessa mikroorganismer &r inte lika stor som for de
ammoniakoxiderande mikroorganismerna. Mycket av forskningen har inriktat sig pé
ammoniakoxiderarna och en av anledningarna till detta dr att den forsta delprocessen i
nitrifikationen ansetts vara det hastighetsbegriansande delsteget. Nitrit, den forsta
produkten i nitrifikationsprocessen, hittas dairemot sillan ackumulerad i ekosystem. NOB
har en viktig funktion i kvivets kretslopp da de genom att katalysera omvandlingen av
nitrit till nitrat motverkar kvéveforluster. Det finns kemolitoautrotrofa NOB samt
fototrofa NOB som endast anvénder nitrit som en elektrongivare for sin biosyntes.
Kemolitoautotrofa NOB kan forutom genom nitritoxidation erhalla energi genom att
oxidera vitgas, H» och formiat, HCO>". I jord har huvudsakligen nitritoxiderande
bakterier tillhdrande slidktena Nitrospira, Nitrobacter och Nitrococcus identifierats
(Daims, Liicker & Wagner, 2016). Nitrobacter ar kemolitoautotrofa och deras
metabolism har likheter med AOB dé& bada grupperna av mikroorganismer anvinder
Calvincykeln for att assimilera koldioxid (Ward, 2013).



Ar 2015 upptiicktes av flera olika forskargrupper att vissa bakterier fran sliktet Nitrospira
som hittats i vatten kodar for alla enzymer som krivs for att katalysera samtliga delsteg i
nitrifikationsprocessen. Processen bendmns comammox (Daims et al., 2015; van Kessel
et al., 2015). Mikroorganismer som é&r kapabla till att utféra comammox har dérefter
genom qPCR-teknik identifierats i flera andra miljoer, exempelvis olika jordar (Hu & He,
2017). Olika varianter av generna nxr4 och nxrB kan anvindas som markorer for NOB
(Daims, Liicker & Wagner, 2016).

3.2.4 Miljofaktorer som paverkar nitrifierande mikroorganismer

PpH-viirde

Det har lange antagits att nitrifikation inte sker i ndgon stor utstrickning i sura jordar (pH
<5,5). Detta har bland annat antagits bero pa att tillgdngen pé substratet ammoniak for
den forsta delreaktionen i nitrifikationen minskar med sjunkande pH-varde. Ammoniaks
protonerade form ammonium dr dominerande vid sura forhallanden. Relativt nyligen
observerades nitrifikation ske i mycket sura jordar med pH-vérden runt 3 (Li et al., 2018).

Flera studier har gjorts dér kvantiteten av AOA och AOB undersdkts vid olika pH-vérden.
Sambandet mellan jordens pH-védrde och mikroorganismernas kvantitet har varierat for
olika platser och ingen tydlig generell korrelation har hittats. Detta kan indikera att
mikroorganismer tillhorande samma grupp kan ha olika nischer géllande i1 vilket pH-
intervall de forekommer i jord. AOA dr dock allmédnt forekommande i1 jordar med
varierande pH-vdrden. AOB har ddremot inte hittats i exempelvis sura skogsjordar
(Prosser & Nicol, 2012). Detta skulle kunna forklaras av att AOB inte kan anvidnda
ammonium, den protonerade formen av ammoniak, som dominerar vid ldga pH-virden
(Stahl & de la Torre, 2012).

Vilken inverkan pH har pa NOB:s abundans &r dnnu inte helt ként (Li et al., 2018). Meng
(2016) har i ett 1&ngtidsforsok i jordbruksjord undersokt vilken inverkan pH har pé
slaktena Nitrospira och Nitrobacter. Resultatet av studien indikerar att Nitrospiras
abundans blir ldgre vid laga pH-vérden. Nitrobacters abundans var ddremot samma eller
hogre for minskande pH. Stempthuber et al. (2016) har upptickt att pH-vérde tillsammans
med diversiteten pa véxterna i ett skogsekosystem tycks inverka pd samforekomsten av
autotrofa ammoniak- och nitritoxiderande mikroorganismer. AOA och Nitrospira-
liknande mikroorganismer dominerade Over AOB och Nitrobacter-liknande
mikroorganismer i alla skogsekosystem som undersoktes. I de flesta skogsekosystemen
samvarierade AOA och Nitrospira-liknande mikroorganismer med varandra. AOB
samvarierade med Nitrobacter-liknande mikroorganismer. I skogsjord med surt pH
uppticktes inga tydliga samvariationer mellan de autotrofa ammoniakoxiderande och
nitritoxiderande mikroorganismerna. En mdjlig orsak som lyfts fram é&r att heterotrofa
nitrifierare kanske samspelar med de autotrofa mikroorganismerna under dessa
forhallanden.

Temperatur

I en studie som undersokte hur ammoniakoxiderande bakterier och arkéer paverkades av
tillgingligheten pd substratet ammoniak och temperatur i en jordbruksjord sdgs olika
temperaturoptimum for bakterierna respektive arkéerna. Arkéernas nitrifikationsaktivitet
var som hogst vid 41 °C och som ldgst vid 5 °C. Bakterierna hade en ldgre optimal
temperatur och var som mest aktiva vid 31 °C (Ouyang, Norton & Stark 2017). Aven
Taylor et al. (2017) har observerat en hogre optimal temperatur for AOA 4n for AOB
samt resultat som kan tyda pa att AOB har en ldgre minimumtemperatur for nér de ar



aktiva &n AOA. Gubry-Rangin et al. (2017) har hittat en koppling mellan jordens pH-
védrde och 1 vilket temperaturintervall som AOA é&r aktiva. For sura jordar var AOA:s
aktivitet generellt hogre vid 20 °C &n vid 30 °C. I jord med neutralt pH-vérde var
forhallandet daremot det omvénda. Termofila Nitrospira har hittats i geotermiska kéllor
och klarar av temperaturer upp till cirka 60-65 °C. I reningsverk har Nitrospira péavisats
tillvixa 1 temperaturintervallet 10-28 °C (Daims, Liicker & Wagner, 2016). For
Nitrospira och andra NOB i jord finns det knapphindigt med information om
temperaturintervall for tillvixt och aktivitet.

Substrattillginglighet

Olika ekologiska nischer bland ammoniakoxiderande mikroorganismer kan utvecklas
genom olika affinitet for ammoniak och varierande tolerans for hdoga
ammoniakkoncentrationer (Prosser & Nicol, 2012). Di et al. (2010) undersokte tillvaxt
och nitrifikationshastighet hos AOA och AOB i jordar som tillsatts urinkvéve fran djur.
AOB visade sig tillvixa avsevirt av substratet, samtidigt som tillvixten hos AOA
hdmmades. Resultaten indikerar att AOB foredrar jordar med hogre koncentration av
ammoniak och AOA jordar med ligre ammoniakkoncentrationer. Aven en studie av
Verhamme, Prosser & Nicol (2011) undersokte ammoniakkoncentrationens effekt pa
AOA och AOB. Detta gjordes genom mikrokosmstudier dir jord inkuberades med
ammoniak i olika koncentrationer (fr&n naturlig koncentration i1 jorden till hog
koncentration). AOB tillvixte endast betydande vid den hogsta koncentrationen (200 pg
NH4"-N/g jord) till skillnad fran AOA som tillvéixte vid alla ammoniakkoncentrationer.
Flera studier indikerar att AOB har storre tillvixt och aktivitet &n AOA i jordar med
tillskott av stora mingder oorganisk ammonium (Stahl & de la Torre, 2012). En studie
visade bland annat att AOB var funktionellt dominant 6ver AOA 1 en jordbruksjord trots
att AOA:s amoA-gen fanns i storre kvantitet (Jia & Conrad, 2009).

Arter av Nitrospira som dr kapabla till comammox har visat sig oxidera ammoniak med
en jamforelsevis ldg hastighet. Deras affinitet for ammoniak dr hog och nuvarande
kunskapsldge indikerar att de har en nisch for oligotrofa miljéer (Hu & He, 2017).
Nitrobacter verkar istéllet ha en nisch for miljder dir nitrit finns i stdrre Overskott
(Nowka, Daims & Spieck, 2015).

3.3 FORORENINGARS PAVERKAN PA NITRIFIERANDE
MIKROORGANISMER
Negativ paverkan av olika tungmetaller har observerats hos mikroorganismer som &r
involverade i viktiga kretslopp i marken, diribland kvivets kretslopp. Metallerna har
bland annat setts ha en ogynnsam verkan pd enzymaktiviteten hos mikroorganismer
(Griffiths & Philippot, 2013). Aven vissa bekiimpningsmedel och kolviten péverkar
nitrifikationsprocessen negativt (Jacobsen & Hjelmsg, 2014; Sverdrup et al., 2002). I
detta examensarbete avgrinsas detta avsnitt av litteraturstudien framst till att kartligga
koppar och PAH-fororeningars paverkan pa nitrifierande mikroorganismer.

3.3.1 Koppars bindning i mark och biotillgiinglighet

Metallen koppar forekommer naturligt i marken och halterna varierar beroende pa
moderbergartens kopparinnehdll. Koppar &r en bestdndsdel i vissa enzymer, dédribland de
enzym som mojliggor biologisk kvivefixering i marken (Eriksson et al., 2011). Koppars
biotillgdnglighet i marken dndras med tiden till foljd av kemiska processer. pH &r en
faktor som har stor inverkan pd hur snabbt vattenloslig koppar som tillférs en jord
genomgar dessa kemiska processer och Overgédr till mindre mobila former. Dessa



processer har setts ske vildigt ldngsamt i jordar med ett pH-virde <5. Koppar i
markvattnet utgér den mest biotillgédngliga formen och traditionellt har den fria
kopparjonen, Cu?" ansetts vara den biotillgdngliga formen (Maderova et al., 2011). Dock
tyder en studie av Brandt, Holm & Nybroe (2008) pa att dven 16sta organiska komplex
med koppar i markvattnet kan vara biotillgdngliga. De mekanismer som har storst
inverkan pad metallers fastliggning 1 marken &r utfillning och adsorption
(Naturvérdsverket, 2006b).

Utfdllning av metaller i marken styrs huvudsakligen av de tva faktorerna pH och DOC-
halt i markvattnet. En hog DOC-halt har en motverkande effekt pa utfillningar da
humusdmnen, som ofta utgdr majoriteten av DOC, kan komplexbinda starkt med
metaller. Koppars bindning till humusémnen &r dven stark vid ldga pH-védrden. De
huvudsakliga typerna av utfdllningar som sker med metaller &r utfdllningar med
karbonater, oxider, hydroxider, sulfater och fosfater. I reducerade miljoer sker sirskilt
sulfidutfdllningar och i markvatten med hogt pH dr det utfdllningar med oxider,
hydroxider och karbonater som dominerar. For koppar sker sérskilt bildning av
oxidkomplex, dessa dr dock svagare dn de komplex som koppar bildar med humusdmnen
(Naturvardsverket, 2006b).

Vid adsorption av metaller till ytor i marken stér den enskilda metallen i jimvikt med sin
16sta form. pH &r den faktor som huvudsakligen styr adsorptionen av metaller. Detta beror
pa att méanga partiklars laddning dr pH-beroende och ddrmed varierar storleken pé den
elektrostatiska attraktionen mellan metall och yta. Koppar kan genom ytkomplexbildning
exempelvis adsorberas till aggregerade humusdamnen, jarn- och aluminiumhydroxider och
manganoxid. Katjoner sdsom koppar kan dven adsorberas till negativt laddade
lermineralytor elektrostatiskt, dock &r denna adsorptionsmekanism inte dominerande for
koppar (Naturvirdsverket, 2006b).

3.3.2 Koppars paverkan pa nitrifierande mikroorganismer

I jordar fororenade med tungmetaller, sdisom koppar har paverkan pa mikroorganismers
kvantitet och aktiviteten hos deras enzym observerats i flera studier (Kuperman &
Carreiro, 1997; Wang et al., 2006; Wyszkowska et al., 2013). Tungmetallerna utgdr en
abiotisk pafrestning d& de kan paverka mikroorganismernas metabolism pa olika sitt.
Mikroorganismer har olika talighet for tungmetaller och detta kan hérledas till varierande
metaboliska funktioner (Wyszkowska et al., 2013). Flera studier har gjorts som tyder pa
att nitrifierande mikrobiella samhéllen som tidigare exponerats for koppar kan bli mer
motstandskraftiga mot en senare exponering (Fait et al., 2006; Li et al., 2014). Fait et al.
(2006) observerade exempelvis 0kad tolerans hos nitrifierande mikro-organismer som
langtidsexponerats for koppar under 80 ar i falt.

Subrahmanyam et al. (2014) har studerat hur ammoniakoxiderande mikroorganismer i
sura jordar svarar pa att bli exponerade for arsenik respektive koppar samt av att bli
exponerade for bada metallerna samtidigt. I studien inkuberades jord med olika
behandlingar under 10 veckor. De kopparkoncentrationer som undersoktes var i
intervallet 125-500 mg koppar/kg ts jord. Flera tester gjordes, ddribland métning av
potentiell nitrifikation och kvantifiering av AOA:s respektive AOB:s amoA-gener. Den
potentiella nitrifikationshastigheten minskade med okad metallhalt for de bada sura
jordarna. Bade AOA:s och AOB:s abundans minskade med O6kande metallhalt, men
AOA:s abundans var dock hogre for alla undersokta halter. I jord som behandlats med



bade koppar och arsenik paverkades mikroorganismernas abundans mer dn for de
enskilda behandlingarna.

Det finns fé studier ddr nitrifierande mikroorganismers pdverkan av koppar i neutrala och
basiska jordar studerats. En trolig orsak &r att biotillgéngligheten 6kar med minskande
pH-vérde. Det finns dven knapphédndigt med studier dér NOBs tolerans mot koppar i jord
studerats. I aktivt slam har NOB setts vara mindre kdnsliga for kopparexponering &n AOB
(Ouyang et al., 2016).

3.3.3 PAH:ers bindning i mark och biotillgiinglighet

Polycykliska aromatiska kolvdten (PAH:er) bestdr av minst tva bensenringar. Dessa
bildas bland annat vid ofullstdndig forbréanning av oljeprodukter och nér proteiner, fetter
och kolhydrater upphettas tillrackligt. PAH:er dr svérlosliga 1 vatten samt svérflyktiga
vilket mojliggor att de kan ansamlas i organiskt material i jord (Sterner, 2010). I jord kan
PAH:er frigoras frén olika typer av kdllmaterial. Dessa kdllmaterial dr ofta vétskor som
har lag loslighet 1 vatten, sa kallade non-aqueous phase liquids (NAPLs) eller fasta
dmnen, exempelvis sot. Kéllmaterialen innehdller flera olika organiska och oorganiska
fororeningar. Kéllmaterialen anses bade frigéra och fastligga &mnen, och PAH:er
sorberas starkt till fasta kdllmaterial. Adsorptionsstillena pd dessa material kan dock bli
méttade av organiskt material och andra fororeningar vilket leder till att PAH:er kan
frigoras 1 storre utstrickning till markmiljon och blir mer biotillgdngliga. Jordens
sammansdttning och egenskaper har en effekt pad hur biotillgdngliga PAH:er dr for
organismer i marken. Sdrskilt har andelen organiskt material som jorden innehéller visats
sig ha en stor inverkan (Yu et al, 2018). Flera studier tyder pa att PAH:ers
biotillgdnglighet minskar med 6kande halt totalt organiskt kol (TOC) i jorden (Yang et
al., 2010; Tao et al., 2006). I jordar som &r fororenade med bade PAH samt tungmetaller
har en minskad biotillginglighet av PAH observerats med okande metallhalt. Den
minskade biotillgéngligheten beror av 6kad sorption av PAH, i vissa fall 6kar sorptionen
med mer dn 100 % (Gao et al, 2006; Liang, Zhu & Zhuang, 2016).

3.3.4 PAH:ers paverkan pé nitrifierande mikroorganismer

I en studie av Cheng et al. (2014) studerades olika mikrobiella indikatorers potential att
avgora PAH-foreningen benzo(a)pyrens ekotoxicitet. Indikatorerna som undersoktes var
mikrobiell biomassa i jorden, respiration, nitrifikation samt Shannon-index vilket &r ett
diversitetsindex. I studien undersoktes indikatorernas forméga i tva jordar med olika
egenskaper med avseende pa bland annat pH och andel organiskt material. Nitrifikation
var den indikator som visades sig vara den mest kénsliga i bada testjordarna och foreslogs
i studien att vara en ldmplig indikator for benzo(a)pyren. I flera studier har
nitrifikationshastigheten hos nitrifierande mikroorganismer métt i form av potentiell
ammoniakoxidation (ISO 15685) observerats minska i PAH-fororenade jordar (Hund-
Rinke & Simon, 2008; Klimkowicz-Pawlas & Maliszewska-Kordybach, 2010). Generellt
var inverkan pa nitrifikationshastigheten som hogst 1 sandiga jordar med lag TOC-halt
och 14g biologisk aktivitet.

Nitrifierande mikroorganismer verkar med tiden kunna utveckla en tolerans mot PAH:er
och andra kolviten. Deni och Penninckx (1999) undersokte kolvitens effekt pa
nitrifierande bakterier och deras resultat antydde att de nitrifierande bakterierna
utvecklade en tolerans i jord som tidigare exponerats for kolviten. Aven Lindgren et al.
(2015) som undersokte nitrifierande bakterier i sediment sag en 6kad tolerans mot PAH:er
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hos mikroorganismer som forut varit exponerade. Toleransen méttes i form av potentiell
nitrifikation.

4 MATERIAL OCH METODER

4.1 LYSIMETERFORSOK

Jord fran Néntuna som dr beldget sydost om centrala Uppsala, samt fran Krusenberg som
ligger nagra enstaka mil soder om Uppsala, valdes ut till forskningsprojektet
APPLICERA. Bada omradena som jord togs fran &r klassificerade som betesmark. I
november 2015 togs jordprover frdn de utvalda platserna och i tabell 1 visas pH-vérde i
markvattnet, totalt kol (Total-C) respektive kvive (Total-N), C/N-kvot, TOC, andel ler
samt  vattenhdllande formaga 1 respektive jordprov. Utifrdn  jordarnas
kornstorleksfordelning klassificerades de enligt USA:s jordbruksdepartements (USDA)
klassificeringssystem. Jorden fran Néntuna klassificerades till sandy loam och
Krusenbergsjorden till sand.

Tabell 1. Egenskaper i jordprov tagna fran valda delomraden av Nantuna och Krusenberg

Jordprov
Egenskaper Néntuna Krusenberg
pH (H20) 7,99 5,24
Total-C (%) 1,35 1,27
Total-N (%) 0,125 0,104
C/N 10,8 12,2
TOC (%) 1,39 1,32
Ler (%) 12 5
Vattenhallande forméga 112 125
(ml/kg farskvikt jord)

I november 2015 skedde tillverkning av spikjord innehallandes koppar av totalt 114,5 kg
jord (farskvikt) fran Nantuna och av 224,7 kg jord (farskvikt) frdn Krusenberg.
Spikldsningar som tillsattes till respektive jord bestod av 1 M CuCl-2H>O samt 1 M CaO.
Till 1 kg jord tillsattes 40 ml av respektive 16sning i syfte att uppnd en
kopparkoncentration pa 3000 mg/kg jord. Spikjordarna placerades i borjan av december
2015 1 totalt sex lysimeterror vid en lysimeteranldggning och lakades i cirka 6 ménader.

Som spikjord for PAH provtogs jord frdn en impregneringsanlidggning i Nissjo 1 maj
2016. PAH-extraktion utfordes med USA:s miljoskyddsmyndighet EPA:s metod 3540C
(EPA, 1996). Ytterligare rening skedde som beskrivit av Arp et al. (2014). Déarefter
uppméittes halter av olika PAH:er med gaskromatografi-masspektrometri (GC/MS). De
analytiska instéllningarna under méitningar var enligt rekommendationerna av Lundstedt
et al. (2014). Jorden hade en totalhalt av PAH:er pa 14 000 mg/kg jord. Halten av PAH-
foreningar med 1&g molekylvikt (PAH-L) var 7800 mg/kg jord och med anledning av att
denna halt 6verskred géllande riktvirden mest valdes lysimeterforsoket att skalas efter
koncentrationen av PAH-L.

I maj 2016 blandades spikkjordarna innehallandes koppar respektive PAH med
obehandlad fran Nantuna respektive Krusenberg for att uppnd malkoncentrationer av
koppar respektive PAH enligt tabell 2. Maximalt anvindes cirka 2 % PAH-férorenad
spikjord fran Nissjo for att uppnd den hogsta malkoncentrationen. Innan tillsatts av
spikjord innehdll Nantunajorden 7,0 mg Cu/kg och Krusenbergsjorden 9,1 mg Cu/kg. De
olika koncentrationerna av koppar och PAH-L efter att spikjord blandats in motsvarade
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riktvirden for KM (kénslig markanvindning), MKM (mindre kdnslig markanvéndning)
och 3xMKM. Varje behandling upprepades tre ganger (A-C) for varje jordtyp (Néntuna
och Krusenberg) och dven den gemensamma referensjorden for koppar och PAH
bereddes i tre exemplar, vilket totalt blev 42 kolonner med jord. Fortsittningsvis i
rapporten kommer behandling PAH 1 och Cu 1 anvindas for KM, behandling PAH 2 och
Cu 2 for MKM och behandling PAH 3 och Cu 3 {f6r 3xMKM.

Tabell 2. Malkoncentrationer av koppar respektive PAH for de olika behandlingarna i lysimeterforsoket

Jord Behandling Koncentration (mg/kg)
Néntuna/Krusenberg Referens 1-3 -

PAH 1 A-C 15 (PAH-L)

PAH 2 A-C 60 (PAH-L)

PAH 3 A-C 170 (PAH-L)

Cul AC 200

Cu2A-C 430

Cu3 AC 1100

De 42 olika kolonnerna placerades slumpmaéssigt ut i lysimeteranldggningen i slutet av
maj 2016. I lysimeterroren innehallandes kopparbehandlade jordar placerades en dubbel
geotextil 1 botten efterfoljt av 60 cm grus (figur 2). Ovanpa gruset placerades en dubbel
geotextilduk och direfter 50 cm av kopparfororenad jord. De of6rorenade
referensjordarna placerades pd samma sitt i lysimeterroren. For lysimeterroren med de
PAH-behandlade jordarna placerade en dubbel geotextil i botten efterfoljt av 40 cm grus
och ett 20 cm tjockt lager av aktivt kol for att forhindra att PAH:er l4dckte ut med vattnet
som avleddes fran lysimetrarnas botten. Ovanpa detta placerade en dubbel geotextil
efterfoljt av 50 cm PAH-behandlad jord.

Kopparférorenad jord
och
referensjordar

PAH-férorenad
jord

Dubbel A1 Dubbel
geotextil geotextil
20 cm
1 Dubbel
geotextil
60 cm Grus
40 cm
1 Dubbel 1 Dubbel
geotextil geotextil

Figur 2. Lysimeterroren i genomskérning for referensjordarna och koppar-respektive PAH-fororenad jord.
Bilden ér ¢j skalenlig.

Den forsta provtagningen av jord i de 42 lysimetrarna skedde i juni 2016 néstan direkt
efter att jorden placerats ut i lysimetrarna. I september 2016 skedde den andra
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provtagningen av samtliga 42 lysimeterror. Den tredje och sista provtagningen av jord
skedde i oktober 2017. Jordprover som togs vid de tre tillfdllena forvarades nedfrysta i
-20 °C tills analys gjordes. I figur 3 ses nigra av lysimeterrdren vid anlédggningen.

r Apeh 4

Figur 3. Lysimeterror vid lysimeteranldggningen. Foto tagef av Dan Berggren Kleja.

4.2 KVANTIFIERING AV NITRIFIERANDE MIKROORGANISMER

4.2.1 DNA-extraktion och undersokning av extraherat DNA:s kvalitet

I januari 2018 extraherades DNA fran alla jordprover tagna vid de tre tillfdllena: juni
2016, september 2016 samt oktober 2017. Extraktionspaketet som anvéndes var
NucleoSpin® Soil frdn Macherey-Nagel. DNA-extrakten forvarades vid -20 °C.

DNA-extraktens kvalitet kontrollerades med NanoDrop ND-1000 spektrofotometer.
Rapporterad precisionen vid métning av vagldngd dr 1 nm och absorbansprecision ir 3
%. Instrumentet kan mita koncentration av dubbelstrangat DNA i koncentrations-
intervallet 2-3700 ng/pl (Thermo Fisher Scientific, 2010). Med spektrofotometern erhélls
en grov uppskattning av den totala koncentrationen av dubbelstringat DNA i proven.
Forutom detta erholls kvoten mellan absorbansen vid vagldngderna 260 nm och 230 nm
samt kvoten mellan absorbansen vid véaglingderna 260 nm och 280 nm. Dessa kvoter dr
ett matt pa renhet hos DNA-extrakt. Den forstndmnda kvoten Axso/A230 anger forhéllandet
mellan DNA:s och organiska molekylers absorbans. Forvéntat virde pa denna kvot dr
mellan 2,0-2,2. Kvoten Azso/Azs0 anger forhédllandet mellan DNA:s och proteiners
absorbans och idealt virde ar 2,0 (Matlock, 2015).

Kvantifiering av dubbelstrangat DNA i1 DNA-extrakten undersoktes forutom med
spektrofotometri med fluorometri for att fA en noggrannare skattning av total DNA-
koncentration. En Qubit 2.0 Fluorometer anvidndes for métningarna. Kitet som anvindes
var Qubit dsDNA BR Assay Kit vilket dr for bredspektrummétning. Matinstrumentets
rapporterade variationskoefficient (CV) édr <5 % (Thermo Fisher Scientific, 2016).
Kvantifieringen utférdes med 2 ul DNA-extrakt. Gelelektrofores utfordes for vidare
undersokning av det extraherade DNA:ts kvalitet. Tjockleken pa de band som uppstod
gav en uppskattning om miangden DNA i de olika DNA-extrakten samt hur langa DNA-
fragmenten var.
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4.2.2 Kvantifiering av mikroorganismer

4.2.2.1 Utspiadning av DNA-extrakt och inhibitionstest

Varje DNA-extrakt spdddes ut med Tris-EDTA-buffert (TE-buffert) till en
mélkoncentration av dubbelstrangat DNA pa 2,5 ng/ul och till en total volym av 150 pl.
TE-bufferten som anvéndes bestod av 10 mM Tris och 0,1mM EDTA. Var och en av
DNA-extrakten delades upp i fem ror med 30 pl i vardera ror och dérefter frystes roren
ned. Test av inhibering i de utspddda DNA-extrakten utfordes for att se om det fanns
ndgra fororeningar i proven. Detta gjordes for att dessa kan stéra qPCR-métningarna. Ifall
inhibering upptrider i proverna nir qPCR genomf6rs for en gen kommer resultatet av
kvantifieringen att underskatta antal kopior av genen. Om inhibering forekommer kan
ytterligare utspddning av DNA-extrakten vara nddvindigt. Testet utférdes genom att
tillsétta en plasmid och undersoka hur denna amplifierades med de plasmidspecifika
primrarna T7 och SP6. I bilaga A finns mer information kring anvénd reaktionsmix vid
PCR-kdrningen.

PCR-maskinen som anvindes var Bio-Rad CFX Connect Real-Time System och den har
hog kénslighet da den kan detektera sé lite som en kopia av DNA-sekvensen som
kvantifieras. Precisionen i temperatur dr vid 90 °C 0,2 °C och skillnaden i temperatur
mellan olika brunnar i en PCR-platta &r 30,4 °C de forsta 10 s efter att temperaturen nétt
90 °C (Bio-Rad, u.4.) Proverna kordes i ett virmecykelprogram (se bilaga A) dér antal
kopior av DNA-sekvensen som amplifierades mattes genom fluorescens. Fluorescensen
okar 1 proverna for varje varmecykel. Hur mycket fluorescensen dkar i respektive prov
beror av hur manga kopior av DNA-sekvensen som amplifierades som fanns i provet frén
start. Det detekteraas i1 vilken virmecykel respektive provs fluorescens nér over ett visst
troskelvérde.

Det bedomdes att den forsta utspddning var tillrdcklig da de olika DNA-extraktens
detekterades i ungefdr samma virmecykel. Reaktionerna med extraherat DNA och
plasmid skiljde sig inte fran reaktionerna med rent Lambda-DNA och plasmid.

4.2.2.2 Kvantifiering av mikroorganismer

Kvantifiering av AOA, AOB samt de nitritoxiderande bakterieslédktena Nitrobacter och
Nitrospira i DNA-extrakten gjordes med qPCR. Vid samtliga kvantifieringar anvdndes
PCR-maskinen Bio-Rad CFX Connect Real-Time System. For att kunna kvantifiera
generna for de olika organismerna anvédndes olika primrar. Primrarna innehaller
nukleotider som orienterar sig pa varsin sida av DNA-segmentet som ska amplifieras.
Under ett virmecykelprogram bryts det dubbelstringade DNA:ts vétebindningar och en
amplifiering sker av DNA-segmentet vilket leder till att manga kopior av segmentet
skapas. Antal genkopior i proven méttes med fluorescens och det detekterades 1 vilken
viarmecykel respektive prov nddde over ett visst troskelviarde. Proverna gavs pa sa vis
olika Cqg-vdrden. Kvantifieringen av respektive gen gjordes tva ganger for varje DNA-
extrakt i tvd oberoende PCR-korningar under samma dag. Prover dér de tva tekniska
replikatens Cq-vidrden skiljde sig mer dn 0,8 cykler gjordes om da detta antogs bero pa
pipetteringsfel. Efter omgjord qPCR skiljde sig enstaka DNA-extrakts tva tekniska
replikats Cqg-vdrden fortfarande mer @n 0,8 cykler, dock ej mer &n 1,1 cykler.

Vid kvantifiering av varje gen gjordes en spiddningsserie med standardldsningar med ként
antal kopior av DNA-segmentet som skulle kvantifieras. TE-buffert anvidndes for
utspidningen. Spadningsserien gjordes i intervallet 10'-10% genkopior genom att utga fran
en stamlosning innehallandes 108 genkopior. Varje stamlosning gjordes i replikat om tvé
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infor varje qPCR-korning. Vid qPCR mits standardernas fluorescens, vilket gor att
antalet kopior av generna i proverna kan fés fram. For varje gen gjordes flera PCR-
korningar dé alla prover inte fick plats i en PCR-platta med 96 brunnar. Férutom prover
och standarder hade varje PCR-platta en negativ kontroll med sterilt vatten samt en NTC-
kontroll (eng. no template control) med Lambda-DNA. De gener som kvantifierades for
de olika mikroorganismerna var funktionella gener. For AOA respektive AOB
kvantifierades olika varianter av den funktionella gen som kodar for enzymet
ammoniakmonooxygenas (amoA). For Nitrobacter och Nitrospira kvantifierades olika
varianter av den funktionella gen som kodar for enzymet nitritoxidoreduktas beta (nxrB).

Cqg-véirdena for de olika standardlosningarna varierade en del for de olika PCR-
korningarna, vilket gjorde att beslut togs om att gora en standardkurva av
standardlosningarnas Cq-vérden frén flera olika PCR-korningar for respektive gen. For
att fA en rdt linje logaritmerades SQ-vdrdena som anger antalet genkopior i
standardlosningarna fran start. Enstaka standardlosningarnas Cq-virden frén korningar
exkluderades om de var utanfor provernas omrade eller avvek mycket frin de andra
korningarnas Cq-virden for standardldsningar av samma koncentration.

En optimal lutning pd standardkurvan dr -3,32, vilket betyder att antalet genkopior
fordubblas i1 varje virmecykel. Detta ger en effektivitet, E pa 100 % for en PCR-kdrning.
Parametrar som paverkar effektiviteten for en PCR-korning dr bland annat hur optimal
designen dr hos primrarna, eventuella inhiberande dmnen i proverna och hur vél
pipettering utférs (Thermo Fisher Scientific, u.d.). E berdknas med formeln nedan
(ekvation 4).

E = 10—1/linjens lutning __ 1 (4)

For varje gen som kvantifierades efterstrivades en effektivitet pd minst 75 % vid varje
PCR-kdrning. Standardlosningarna kontrollerades innan proverna analyserades genom en
PCR-korning med enbart standarderna samt en blank med sterilt vatten, en NTC-kontroll
och en med DNA-extrakt frdn ett oként jordprov. Provet med det okdnda DNA:t lades till
for att se om malgenen kvantifierades under PCR-kdrningen. Forutom detta analyserades
erhallna amplifieringskurvor och sméltkurvor for respektive korning. Vid kvantifiering
av alla gener anvéindes iQ SYBR Green Supermix som innehaller fargdimnet SYBR green
som dr fluorescerande och binder till dubbelstringat DNA vilket fir dess fluorescens att
oka (Primrose & Twyman, 2006).

For att undvika att ospecifik produkt amplifieras aktiveras mixen forst nér
virmecykelprogrammet startar under en PCR-korning. For varje gen som kvantifierades
anvidndes 1 varje provbrunn pd PCR-plattan 2 pl DNA-extrakt utspdtt till en
malkoncentration av dubbelstringat DNA pd 2,5 ng/ul. Séledes tillsattes 5 ng
dubbelstringat DNA till varje provbrunn. Totalvolymen i varje provbrunn innehéllandes
DNA-extrakt och reaktionsmix var 15 pl.

Vid kvantifiering av AOA anvéndes primrarna CamoA19f och CamoA616r. Se bilaga A
for detaljer kring reaktionsmixen som anvédndes och virmecykelprogram. PCR-korningen
med enbart standardldsningarna gav en effektivitet pd mindre én 75 %, vilket medforde
att PCR-programmet modifierades en aning for att 6ka effektiviteten. Dérefter jimfordes
fyra olika framtagna standarder med varandra. Testkorningen med dessa standarder gav
speciellt tillfredsstdllande resultat for tvd av dessa dé effektiviteten blev hogst for dem
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och det beslutades att en av dessa skulle anvéndas for PCR-korningarna med proverna.
Effektiviteten blev 76,4 % for den standardkurva som erhdlls genom att kombinera
standardlosningarnas Cg-vdrden frén de olika PCR-korningarna. R2-vdrdet for
regressionen blev 0,996.

Vid PCR-korningarna for kvantifiering av AOB anvindes primrarna AmoAlF och
AmoAZ2R. Detaljer kring anvédnd reaktionsmix och virmecykelprogram finns i bilaga A.
Standardldsningarnas Cq-vérden skiljde sig en del for prover som gjordes om (skillnad i
Cqg-vérde > 0,8 for de tva tekniska replikaten) och for prover som inte gjordes om. Beslut
togs om att exkludera de enstaka standardkurvor fran en dag som avvek frén de andra
standardkurvorna. Anvénd standardkurva for samtliga prover hade en effektivitet pa 79,2
% och R2-virdet var 0,996.

Vid kvantifiering av bakterieslidktet Nitrospira anvindes primrarna nxrB169F och
nxrB638R. Information kring anvind reaktionsmix och virmecykelprogram finns i bilaga
A. Anvédnd standardstamlosning visade sig vara felaktig och Cg-virden for en
standardserie gjord fran en korrekt stamlosning anvéndes istéllet for att berdkna antal
genkopior i proverna. Effektiviteten pd denna standardkurva var 89,4 % och dess R?-
virde 0,996.

Det nitritoxiderande bakteriesléktet Nitrobacter kvantifierades med primrarna nxrB1F
och nxrB1R. Se bilaga A for information kring anvdnd reaktionsmix och védrme-
cykelprogram. Standardkurvan som erh6lls genom PCR-kdrningarna visade sig senare
overskatta antal kopior av Nitrobacters nxrB-gen. Anledningen till detta dr att det var
nagot fel pa standardlosningen med 10® genkopior som standardserien gjorts utifran.
Eftersom det inte var ndgot fel pd reaktionsmixen som anvints for proverna togs beslut
om att anvinda Cq-vérden for en standardserie som utgatt frdn en korrekt standardlosning
som erhdllits fran separata PCR-korningar. Den berdknade effektiviteten for denna
standardkurva var 83,3 % och R2-virdet 0,995.

Erhallna PCR-produkter i brunnarna p4 PCR-plattorna analyserades med gelelektrofores.
Gelen med brunnar for proverna gjots med SB-buffert och elektroforesen skedde i SB-
buffert. Efter avslutad gelelektrofores undersoktes PCR-produkten genom att kolla hur
ménga baspar den hade samt om nigon ospecifik produkt forekom.

Efter slutférd qPCR berdknades medelvirden av de tva tekniska replikatens Cq-virden
for varje DNA-extrakt. Direfter berdknades genkopior i reaktionsvolymen, vilket ar
detsamma som genkopior/5 ng DNA, med standardkurvornas ekvationer som relaterar
Cqg-vérdet till antal genkopior. Antalet genkopior/ng DNA erhdlls genom att dividera
detta virde med 5. Genkopior/ng DNA for de olika undersokta generna redovisas i bilaga
C. Direfter berdknades genkopior/g ts jord med ekvation 5 och 6.

MpNA,totalt __ MDNA,outspitt extrakt/Ml Vextrakttotalt (5)

Mjord,ts Mjord,ts

MpNaoutspatt extrake 4 den médngd DNA (ng/ul) som uppmiitts i de outspddda DNA-
extrakten med fluorometri, Voytrait torqrr dr totalvolym extrakt som anvindes vid
extraktion av DNA fran respektive jordprov (100 pl) och mjyr.q s dr den méngd ts jord

(g) som anvédndes for DNA-extraktionen. Antalet genkopior av en kvantifierad gen per g
ts jord berdknades sedan med ekvation (6).
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genkopior _ genkopior/ng DNA*Mpn4 totalt

(6)

Mjord,ts Mjord,ts

4.3 AKTIVITETSMATNINGAR AV NITRIFIERANDE SAMHALLEN

Aktivitetsmétningar av nitrifierande mikroorganismer genomfordes for jordprover frén
Néntuna och Krusenberg fran tidpunkten oktober 2017 d4 den sista insamlingen av jord
skedde. Metoden som tillimpades for aktivitetsmdtningarna var matning av potentiell
ammoniakoxidation (PAO). Standardmetoden ISO 15685 anvindes med nagra
modifikationer. Nitrifikationsprocessens andra steg inhiberas med natriumklorat vilket
gor att nitrit ansamlas i jordproverna. Nitritbildningens hastighet dr konstant och
ansamlad méngd nitrit méts upprepade génger med jimna tidsintervall under métningen.

Jordprov togs ut fran frysen cirka 17 timmar innan métningarna utfordes. 20 g av varje
jordprov vdgdes in 1 250 ml duranflaskor. For att syresétta mikroorganismerna skruvades
locken pa 16st for att ett visst luftflode in 1 flaskorna skulle kunna ske. Duranflaskorna
inkuberades dérefter vid 25 °C i ett konstantrum for att ge mikroorganismerna optimala
forhallanden. Aven substrat for ammoniakoxiderarna och 4 M kaliumklorid forvarades i
konstantrummet. Substratet innehdll 1,5 mM ammoniumsulfat, (NH4)2SO4 och dess pH-
véarde var 7,2. Forsoket inleddes genom att tillsétta 80 ml substrat i vardera duranflaska
och dérefter sattes hallock pa flaskorna. Flaskorna stilldes pé ett skakbord instéllt pd 175
rpm. Miétningar utfordes 2, 3, 4, 5 samt 6 timmar efter att substrat tillsatts. Detta &r en
modifikation frén standardmetoden dér endast métningar utfors for timme 2 och timme
6. Modifikationen gjordes for att fa fler métpunkter och ddrmed mer palitliga resultat. Vid
métningarna pipetterades 1,6 ml av innehdllet i respektive flaska ner i ett ror
innehallandes 1,6 ml 4 M kaliumklorid. I standardprotokollet har kaliumkloriden en
koncentration pa 2 M. Kaliumkloriden stoppar den pagaende ammoniakoxidationen.
Roren innehallandes substrat och kaliumklorid centrifugerades med hastigheten 4300 rpm
under tre minuter. Darefter filtrerades vitskan i respektive ror genom ett filter med
tatheten 0,8 pm.

Nitrithalten 1 den filtrerade vétskan méttes genom spektrofotometri med en Foss FIAstar
5000 Analyzer som hanterar vatkemiska analyser. Analysinstrumentet har for anvint
koncentrationsintervall for mitningar en detektionsgrins pa 0,005 pg/ml NO> N (Foss,
2008). Mitningarna gjordes enligt ISO 13395-1996 med nigra modifikationer. Istdllet for
destillerat vatten anvéndes 2 M kaliumklorid som bérarlsning och reagenslosning. En
spadningsserie med nio standardlosningar innehallandes nitrit i koncentrationsintervallet
0-1,0 mg/l gjordes varje dag métningar utfordes di nitritlosningarna dr instabila.
Standardldsningarna gav en kurva som relaterade nitritkoncentration till absorbans och
utifran denna berdknades nitritinnehall i de olika proverna. Nitrithalten i jordproverna vid
de olika tidpunkterna beréknades dérefter med ekvation 7.

nitrithaltp4-spadningsfaktor-volymgypstrat

Nitrithaltjoraprov =

7
Mjord,fw ( )
Nitrithaltria dr berdknad nitrithalt (mg/1) utifran standardekvationen erhallen vid métning
med spektrofotometern, volymgysirq, &r tillsatt midngd substratvitska (1) och m;jrq r1y

ar farskvikt jord (g). Spadningsfaktorn har vérdet 2 da varje prov spidddes med lika mangd
4 M kaliumklorid innan métning.
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Nitrithalten (i enheten ng NO, -N/g férskvikt jord) i varje enskilt jordprov vid de olika
tidpunkterna sattes som en funktion av tiden (min). PAO (ng NO>" -N g'! fw! min)
erhalls som lutningen pé linjen. Dérefter dividerades vérdet pd PAO med ts-halten for
jordprovet for att uttrycka PAO i enheten ng NO>™ -N g! ts”! min’!.

4.4 STATISTISKA ANALYSER

Variansanalys av qPCR-data samt aktivitetsdata gjordes med 2-vigs variansanalys, dven
bendmnt 2-vdgs-ANOVA, f{or faktorerna jordtyp samt koppar-respektive PAH-
koncentration. Detta gjordes for att underséka om faktorerna hade en signifikant paverkan
pa kvantiteten av de nitrifierande mikroorganismerna. Variansanalyser genomfordes
huvudsakligen i MATLAB, men &ven programvaran Minitab express anvindes.
Konfidensnivédn valdes till 95 % (a=0,05) for samtliga ANOVA-tester. For qPCR-data
ansattes nollhypoteserna, Hy att fororeningsgrad och jordtyp inte har ndgon signifikant
inverkan pa antalet genkopior. Hy for aktivitetsmétningarna var att aktiviteten &r
densamma oavsett fororeningsgrad och jordtyp.

Innan ett ANOVA-test kan genomforas mdste vissa villkor vara uppfyllda for
datamingderna som ska undersokas (Gotelli & Ellison, 2004). Dessa antaganden ir:

Data maste vara oberoende samt identiskt fordelat.

Variansen ska vara likartad mellan grupper.

Residualerna antas folja en normalfoérdelning och ha ett medelvarde pa noll.
Data ska ha klassificerats korrekt, vilket exempelvis betyder att prov som ingér i
samma behandlingsgrupp ska ha behandlats likadant.

5. Huvudeffekterna som undersoks ska vara additiva.

b=

De olika datamingdernas statistiska fordelning undersoktes genom att analysera
residualernas spridning kring véirdet noll med histogram och normal-QQ-plot. De flesta
datamingderna var inte normalférdelade, vilket krdvde transformation av védrdena for att
uppfylla kriterierna for variansanalysen. Vilken transformation som var mest lamplig for
de olika datamingderna varierade. De transformationer som genomfordes var logio-
transformering, kvadratrotstransformering, inverstransformering samt Box-Cox-
transformering. Vid Box-Cox-transformering upphdjs alla védrden med talet A.
Exponenten A ges ett virde som ger den mest optimala anpassningen av residualerna till
en normalfordelning. Vissa av dataméngderna uppfyllde antagande 3 ovan sdmre én de
andra. Mer information finns i appendix B dir dven transformationer for samtliga
dataméngderna redovisas.

ANOVA-tabellerna erhédllna i MATLAB kompletterades med att berékna hur stor andel
varje medelkvadratsumma Over variation bidrar till den totala variationen. 2-végs-
ANOVAN hade tvé fixerade faktorer (jordtyp och koncentrationsniva [av fororening])
for samtliga datamingder. Faktorn jordtyp bendmns faktor A och faktorn
koncentrationsnivd bendmns faktor B i ekvationerna §-10.

Variansen for faktorn jordtyp berdknades med ekvation 8, dir MSa &r medel-
kvadratsumman av faktorns variation, MSresidual & medelkvadratsumman av variationen
inom grupper, a dr antalet jordtyper, b dr antalet nivaer av koppar respektive PAH och n
ar antalet biologiska replikat inom samma behandling.

MSA—MSyesi a-1
O_AZ — A residual( ) (8)
abn
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Variansen for faktorn koncentration berdknades med ekvation 9.

MSB—MSyosi (b-1
0'5 — B residual ) (9)
abn

Interaktionstermens varians berdknades med ekvation 10.

MS -MS. i a-1)(b-1
O-AZxB — AxB restdual( ) ) ( 1 0)
abn

MS,, MSg, MS,.,5 och MS,.squa berdknades av anvidnd programvara enligt
ekvationerna 11, 12, 13 och 14.

a yb yn g py2
MSA _ iz Xj=1 2k=1i=Y) (11)

a-—1

Y; dr medelvirdet for varje jordtyp i, Y dr medelvirdet for alla datavirden och a-1 ir
frihetsgrader for faktorn A (jordtyp).

a yb yn_(y._y)2
MSB — 21_121_11)21(1—1( J ) (12)

Y; dr medelvirdet for varje koncentration j, Y ir medelvirdet for alla datavirden och b-1

ar frihetsgrader for faktorn B (koncentration).

_ i, Z?:1 Zﬁ:l(ﬂj_yi_yj"'?)z

Y;j dr medelvirdet av den unika kombinationen av jordtyp i och koncentration j, Y; dr
medelvirdet for varje jordtyp i, 7] 4r medelvirdet for varje koncentration j, Y ir
medelvirdet for alla datavérden och (a-1)(b-1) &r antal frihetsgrader.

b > N2
N e T (YVijie=Yip)
ab(n-1)

MSresidual -

(14)

Yiji dar datavirde for den unika kombinationen av jordtyp i och koncentration j for
biologiskt replikat k, Y; ; dr medelvirdet av de biologiska replikaten for kombinationen av
faktor i och koncentration j och ab(n-1) ar antal frihetsgrader.

Andel av den totala variationen som kunde forklaras av faktorerna jordtyp och
koncentration respektive interaktionen mellan dem gavs av ekvation 15.

2
PEVA,B,AxB = ARAXE (15)

2 2 2 2
O'A+O'B+O'AxB+O'e

Andel av den totala variationen som kunde forklaras av variansen inom grupper
berdknades med ekvation 16.
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2

PEV, = 52— (16)

2 2 2 2
O'A+O'B+O'AxB+O'e

Om nollhypotesen forkastades for ndgon av de undersokta variablerna genomfordes
Tukey-Kramers post hoc-test for att undersoka vilken eller vilka behandlingars vénte-
virde som skiljde sig signifikant at fran de andra behandlingarnas vintevérde. Tukey-
Kramers post hoc-test har samma antaganden som ANOVA-tester och testen
genomfordes med samma transformering av datavirdena som vid variansanalyserna.

Korrelationsanalys gjordes for de olika mikroorganismernas kvantitet vid de olika
tidpunkterna for att undersoka hur de samvarierade. Vid korrelationsanalyserna har
biologiska replikat for olika geners abundans som hérstammar fran jord fran samma
lysimeterrdr vid samma provtagningsdatum jamforts. Dels gjordes korrelationstester dér
samvariationen mellan tvé gener i en jordtyp testades over tid, men dven samvariationen
vid enskilda tidpunkter i en jordtyp undersoktes. Eftersom dataméngderna inte var
approximativt normalfordelade och punktdiagram inte alltid visade péd ett linjért
forhdllande mellan variablerna uteslots parametriska korrelationstest sdsom Pearsons.
Istdllet utfordes Kendalls icke-parametriska rangkorrelationstest vid konfidensnivin 95
% (a=0,05). Innan testet genomfordes undersoktes forhéllandet mellan variablerna i ett
punktdiagram. Punktdiagram for signifikanta korrelationer redovisas i bilaga D.
Forhallandet mellan variablerna var inte tydligt monotont for alla variabler vilket gav icke
signifikanta resultat. Korrelationsanalys med Kendalls korrelationstest gjordes dven for
att undersoka samvariation mellan de olika genernas kvantitet och den potentiella
ammoniakoxidationen vid tidpunkten oktober 2017. Aven dessa korrelationsanalyser
gjordes parvis for varje biologiskt replikat av en gens abundans och uppmatt PAO vid
respektive provtagningstillfille for alla koncentrationer (referens, KM, MKM och
3xMKM). Biologiska replikat som jamforts for olika gener hdrstammar fran jord fran
samma lysimeterror. Punktdiagram for signifikanta korrelationer mellan PAO och
mikroorganismers abundans redovisas i bilaga D.
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S RESULTAT

5.1 KVANTIFIERING AV MIKROORGANISMER

5.1.1 Kbvantifiering av ammoniakoxiderande arkéer (AOA)

Abundansen av AOA:s amoA-gen for de olika behandlingarna och tidpunkterna var i
intervallet 1,6-10°-3,1-10® genkopior/g ts jord. Variansanalys av AOA-amoA genkopior/g
ts jord for olika kopparkoncentrationer visade att det var en signifikant skillnad (P <0,05)
mellan de olika jordtyperna (Néntuna och Krusenberg) for alla undersokta tidpunkter
(tabell 3). Andel av forklarad varians (PEV) indikerar hur mycket av den totala variansen
som kan forklaras av en variabel. PEV var hogst for faktorn jordtyp for alla tidpunkter,
men variationen i antal AOA-amoA genkopior uppkommen pa grund av olika
kopparkoncentrationer 0kade med tiden. De signifikanta P-virdena for faktorn Cu
(kopparkoncentration) i september 2016 och i oktober 2017 i tabell 3 indikerar att det
fanns en signifikant skillnad i kvantiteten av AOA-amoA mellan en eller flera av
kopparbehandlingarna vid dessa tidpunkter. Detta resultat Gverensstimmer med
resultatet frén post hoc-testet som redovisas i figur 4.

Variansanalys av AOA-amoA genkopior/g ts jord for olika PAH-koncentrationer visade
att det var en signifikant skillnad (P <0,05) mellan de olika jordtyperna for alla undersokta
tidpunkter (tabell 3). Det hoga PEV-virdet for jordtyp vid alla tidpunkter indikerade att
en stor del av uppvisad variation i antal genkopior kunde forklaras av denna faktor.
Variationen 1 antal AOA-amoA genkopior uppkommen pa grund olika PAH-
koncentrationer 6kade dock med tiden. Interaktionstermen for koncentration och jordtyp
hade ett P-virde <0,05 for september 2016 och oktober 2017 vilket betyder att en
statistiskt signifikant interaktionseffekt fanns. Dock var denna interaktion liten, vilket kan
ses pa de laga PEV-virdena for faktorn PAH X jord.

Tabell 3. Resultat av variansanalys av antal AOA-amoA genkopior/g ts for de olika tidpunkterna for
faktorerna jordtyp och kopparkoncentration samt for faktorerna jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017

Variations-

ursprung | F PEV(%) P |F PEV(%) P |F PEV (%) P
Cu? 3,07 2.2 - 1553 63 *% 130,80 17,1 ek
Jord® 250,42 89,7 k%% | 178,37 82,5 **k% 1 407,69 77,8 ke
Cuxjord® |0,50 0,5 - (1,02 0,0 - [201 06 ok
Inom 8,6 11,2 4,6

PAH? 1,00 0,0 - 130,87 21,0 **% |68 46 25,8 ok
Jord® 138,08 84,5 ##% 301,91 70,6 #%% 1 497 20 63,2 ek
PAH x jord*| 1,42 0,8 - 14,81 2,7 * 121,69 7,9 ook
Inom 14,8 5,6 3,1

a=F323, b=F1 3, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 ***_ ¢j signifikant P-vérde -

Antalet AOA-amoA genkopior/g ts jord i juni 2016 skiljde sig inte signifikant inom
samma jordtyp for olika kopparkoncentrationer (figur 4). Detta kan dven ses i tabell 3 dér
P-viérdet for kopparkoncentration ér storre dn 0,05 for juni 2016. Dock var skillnaden i
antalet AOA-amoA genkopior signifikant mellan de olika jordtyperna. I september 2016
var abundansen av AOA:s amoA-gen vid den hogsta koncentrationen i Krusenbergsjorden
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signifikant mindre dn i den of6rorenade referensjorden. I oktober 2017 skiljde sig
jordtyperna signifikant &t. Kvantiteten av AOA:s amoAd-gen 1 jord med
kopparkoncentration motsvarande 3xMKM var signifikant ldgre &n for de andra
koncentrationerna for bade Nantuna och Krusenberg.

For den PAH-fororenade jorden var det i juni 2016 endast en statistiskt signifikant
skillnad i antalet AOA-amoA genkopior/g ts jord mellan jordtyperna. Tre manader senare
i september 2016 hade dock skillnader i amoA-genens abundans Okat mellan de
undersokta koncentrationerna i Krusenbergsjorden. Vid den sista tidpunkten var
minskningen i amoA-genens abundans vid den hogsta PAH-koncentrationen dn mer
utpriaglad. Antal genkopior av AOA:s amoA-gen/g ts jord i Nantunajorden var vid den
hogsta koncentrationen signifikant lagre &n for referens och KM, dock ej MKM (figur 4).
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Figur 4. Laddiagram oOver logaritmerat antal AOA-amoA genkopior/g ts jord for olika koppar-
koncentrationer samt PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje ldddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
indikerar laddiagram mérkta med samma bokstav att de inte har medelvirden som skiljer sig signifikant
fran varandra.
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5.1.2 Kvantifiering av ammoniakoxiderande bakterier (AOB)

AOB:s amoA-gens abundans/ g ts jord var i intervallet 5,5-10°-4,9-107 och saledes cirka
en storleksordning mindre 4n den uppmétta for AOA. Variansanalys visade inga
signifikanta skillnader i antalet AOB-amoA genkopior i1 juni 2016 i relation till
kopparkoncentration (tabell 4). I juni 2016 och september 2016 forklarades mer én hélften
av variationen av faktorn jordtyp. I oktober 2017 var variationen uppkommen till f6ljd av
kopparkoncentration ndsta lika stor som den som hérrorde fran jordtyp. Andel av den

totala variansen som forklarades av variationen inom grupperna varierade mellan 34,7-
49,3 %.

Genomforda variansanalyser for den PAH-fororenade jorden visade att en stor andel av
den totala variansen vid alla tidpunkter kunde forklaras av faktorn jordtyp (tabell 4).
Variation inom grupperna stod for minst 41 % av den totala variansen for de olika
tidpunkterna och var storre eller lika stor som andelen varians som kunde forklaras av
faktorn koncentration vid alla undersokta tidpunkter. En signifikant interaktionseffekt
fanns mellan PAH-koncentration och jordtyp i oktober 2017.

Tabell 4. Variansanalys av antal AOB-amoA genkopior/g ts for de olika tidpunkterna for faktorerna jordtyp
och kopparkoncentration samt for faktorerna jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017

Variations-

ursprung | F PEV(%) P |F PEV(%) P |F PEV (%) P
Cu? 1,12 0,5 - (3,49 14,4 * 14,65 22,5 *
Jord® 41,67 58,8 #%% 122 11 40,7 *%% | 12 45 23,5 ok
Cu xjord® [2,39 6,0 - 10,75 -1,4 - 1,76 4,7 -
Inom 34,7 46,3 49,3

PAH? 1,95 5,8 - 1,43 3,7 - 13,97 153 *
Jord® 22,90 44,7 #k% |8 30 20,8 * 115,65 25,2 ok
PAH x jord*| 1,07 0,4 - |1,82 7,0 - 14,56 18,3 *
Inom 49,0 68,5 41,2

a=F323, b=F1 23, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 ***_ ¢j signifikant P-vérde -

Resultatet av genomfort post hoc-test visade inte pa nigra signifikanta skillnader 1 antalet
AOB-amoA genkopior i juni 2016 for ndgon av de undersdkta jordtyperna (figur 5).
Kvantiteten av AOB-amoA var inte statistiskt signifikant olika for de tvd undersokta
jordtyperna. I oktober 2017 var skillnaderna i AOB:s amoA-gen abundans mellan de olika
jordtyperna mindre utpriglad dn vid de andra tidpunkterna. Detta bidrog antagligen till
att PEV okade for faktorn fororeningsgrad (Cu och PAH). I oktober 2017 skiljde sig
antalet genkopior i referensjorden fran Krusenberg sig signifikant fran antalet i KM, men
ej med de andra koncentrationerna av koppar. Fororeningsgraden av PAH hade ingen
signifikant effekt pd kvantiteten av AOB-amoA 1 juni och september 2016 (figur 5). I
oktober 2017 skiljde sig antalet genkopior i referensproven for Krusenberg signifikant
frén antalet vid koncentrationerna KM och MKM av PAH.
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Figur 5. Laddiagram Over logaritmerat antal AOB-amoA genkopior/g ts jord for olika koppar-
koncentrationer och PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje ldddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
indikerar laddiagram mérkta med samma bokstav att de inte har medelvirden som skiljer sig signifikant
fran varandra.

5.1.3 Kvantifiering av nitritoxiderande bakterier

Nitrospiras nxrB-gens abundans/g ts jord var generellt hogre dn Nitrobacters och var i de
undersokta jordproverna i intervallet 2,9-10°-7,4-107. Nitrobacters abundans var mellan
2,0-10%-1,7-10% genkopior/g ts jord. Nitrospira uppvisade liknande trender i abundans
med de olika behandlingarna som AOA. Variansanalyser av Nitrospira-nxrB genkopior/g
ts for de olika tidpunkterna indikerar att jordtyp var den storsta kéllan till skillnader i
antalet genkopior i den kopparfororenade jorden (tabell 5). Andel av den totala
variationen som kunde forklaras av kopparkoncentration var relativt ldg for alla
tidpunkter. Virt att notera dr dock att den dkade i september 2016 for att sedan minska
till den sista tidpunkten. For september 2016 fanns en signifikant interaktionseffekt
mellan faktorerna koncentration och jordtyp.

Variationen 1 antalet Nitrospira-nxrB genkopior/g ts i PAH-fororenad jord forklarades i
juni 2016 till stor del av faktorn jordtyp (tabell 5). Tre manader senare hade andelen
variation som kan forklaras av faktorn jordtyp minskat, dock dkade andelen variation som
kunde forklaras av jordtyp en aning vid den sista undersokta tidpunkten. Viért att notera
ar att det for datavdrdena frdn september 2016 fanns en signifikant interaktionseffekt
mellan koncentration och jordtyp.
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Tabell 5. Resultat av variansanalys av antal Nitrospira-nxrB genkopior/g ts for de olika tidpunkterna for
faktorerna jordtyp och kopparkoncentrationen samt for faktorerna jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017
Variations-
ursprung | F PEV (%) P |F PEV (%) P |F PEV (%) P
Cu? 3,65 2,4 * 118,34 22,9 *%% 11719 9,0 ek
Jord® 304,96 90,4 #4% | 143,89 62,9 #4% | 464,30 85,5 ek
Cuxjord® |1,13 0,1 - 13,80 3,7 * 1298 1,1 -
Inom 7,1 10,6 4,4
PAH? 2,50 2,3 - 122,55 36,5 #4% 126,86 28,5 ok
Jord® 167,16 85,3 k%1472 67 47,2 *%% 1 169,70 61,9 ke
PAH x jord*| 1,06 0,1 - 14747 13,9 **#*1176 0,8 -
Inom 12,3 2,4 8,8

a=F323, b=F1 3, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 ***_ ¢j signifikant P-vérde -

Kvantiteten av Nitrospiras nxrB-gen/g ts jord i Néntunajorden uppvisade inte nagon
tydlig nedatgéende trend for okad kopparkoncentration vid de undersokta tidpunkterna
(figur 6). I juni 2016 fanns det endast signifikanta skillnader i antal Nitrospira-nxrB
genkopior/g ts for faktorn jordtyp. I september 2016 och oktober 2017 kunde déremot en
tydlig minskande trend i nxrB-genens abundans ses med dkande kopparkoncentration.

Monstret 1 Nitrospiras nxrB-gens kvantitet var liknande for den PAH-fororenade jorden,
dir en nedatgédende trend i abundans sdgs i Krusenbergsjorden for okande PAH-
koncentration. Effekten av PAH-behandlingarna pa Nitrospiras abundans i
Néntunajorden var mer uttalad @n i kopparbehandlad jord av samma jordtyp (figur 6).
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Figur 6. Laddiagram Over logaritmerat antal Nitrospira-nxrB genkopior/g ts jord for olika koppar-
koncentrationer och PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje ldddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
indikerar laddiagram mérkta med samma bokstav att de inte har medelvirden som skiljer sig signifikant
fran varandra.

Jordtyp var den enda faktorn som hade signifikant effekt pa kvantiteten av Nitrobacters
nxrB-gen, forutom i oktober 2017 d& det dven fanns en interaktionseffekt mellan
kopparkoncentration och jordtyp (tabell 6). Det hoga vardet pa PEV indikerade att denna
interaktionseffekt var mycket uttalad. PAH-koncentration hade endast en signifikant
effekt pa kvantiteten av genen for oktober 2017.
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Tabell 6. Variansanalys av antal Nitrobacter-nxrB genkopior/g ts for de olika tidpunkterna for faktorerna
jordtyp och kopparkoncentration samt for jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017
Variations-
ursprung | F PEV (%) P |F PEV (%) P |F PEV (%) P
Cu? 1,59 0,6 - 1,47 0,7 - 10,50 1,9 -
Jord® 298,27 92,3 k171,54 87,9 **%130,10 36,7 kK
Cuxjord® (0,70 -0,3 - 10,38 -1,0 - 10,26 35,0 ok
Inom 7,5 12,4 30,2
PAH? 1,30 0,7 - 1,82 4,1 - 14,56 13,7 *
Jord® 104,00 80,8 **%135,49 57,9 **%146,53 58,2 kokok
PAH x jord*| 0,87  -0,3 - 10,54 -2,3 - 10,32 -2,6 -
Inom 18,8 40,3 30,7

a=F323,b=F123, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 *** ej signifikant P-vérde -

Varken kopparkoncentration eller PAH-koncentration hade nagon tydlig effekt pa antalet
Nitrobacter-nxrB genkopior/g ts (figur 7). De tva olika jordtyperna var generellt statistiskt
signifikant olika varandra i antalet genkopior. Dock blev jordtyperna allt mer lika
varandra med tiden, vilket kan ses genom att laddiagrammen mérkts med samma bokstav.
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Figur 7. Laddiagram o6ver logaritmerat antal Nitrobacter-nxrB genkopior/g ts jord for olika koppar-
koncentrationer och PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje ldddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
indikerar laddiagram mérkta med samma bokstav att de inte har medelvirden som skiljer sig signifikant

fran varandra.
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5.1.4 Korrelationsanalys mellan olika nitrifierande mikroorganismer
Korrelationsanalys med Kendalls rangkorrelation for att underséka samvariationen
mellan olika geners abundans Over tid for alla koncentrationer visade att svaga
korrelationer fanns mellan vissa gener i kopparfororenad jord fran Nantuna (tabell 7). I
kopparfororenad jord frdn Krusenberg korrelerade endast AOA och Nitrospira med
varandra, dock var denna korrelation starkare dn de i den andra jordtypen. Endast
statistiskt signifikanta korrelationer (P <0,05) vid den valda konfidensnivén 95 % (a =
0,05) redovisas i tabell 7.

Tabell 7. Signifikanta korrelationer (P <0,05) mellan total abundans (genkopior/g ts) av olika
mikroorganismers gener i kopparfororenad jord for alla koncentrationer 6ver tid for respektive jordtyp,
antal datapunkter n=36 for respektive korrelation

Variabel 1 Variabel 2 Korrelationskoefficient P-varde
(Kendall’s 1)
Nintuna
AOA-amoA AOB-amoA 0,254 *
AOA-amoA NS-nxrB 0,295 *
AOA-amoA NB-nxrB 0,244 *
Krusenberg

AOA-amoA NS-nxrB 0,511 *kk
*0,01<P <0,05
**0,001<P <0,01
*Ex P <0,001

Nér samvariationer mellan mikroorganismernas kvantitet istillet undersoktes for enskilda
tidpunkter i kopparfororenad jord for alla koncentrationer var de korrelationerna som var
statistiskt signifikanta generellt starkare (tabell 8). I Néntunajorden fanns endast
signifikanta korrelationer mellan variabler for den sista tidpunkten. AOA har relativt
starka positiva korrelationer med bade Nitrospira och Nitrobacter. 1 Krusenbergsjorden
fanns signifikanta korrelationer for alla tidpunkter.

Tabell 8. Signifikanta resultat av korrelationstest i kopparfororenad jord for alla koncentrationer mellan
olika mikroorganismers abundans (genkopior/g ts) for de tvd jordtyperna vid de olika undersokta
tidpunkterna, antal datapunkter n=12 for respektive korrelation

Variabel 1 Variabel 2 Korrelationskoefficient P-varde
(Kendall’s 1)
Néntuna oktober 2017
AOA-amoA NS-nxrB 0,636 *ok
AOA-amoA NB-nxrB 0,758 ok
NS-nxrB NB-nxrB 0,515 *
Krusenberg juni 2016
AOA-amoA NS-nxrB 0,697 ol
AOA-amoA NB-nxrB 0,457 *
AOB-amoA NS-nxrB 0,545 *
Krusenberg september 2016
AOA-amoA AOB-amoA 0,606 *ok
AOA-amoA NS-nxrB 0,515 *
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AOB-amoA NS-nxrB 0,485 *
Krusenberg oktober 2017

AOA-amoA NS-nxrB 0,545 *

*0,01<P <0,05

*%0,001<P <0,01

***P <(,001

Samvariationer mellan de olika generna inom en och samma jordtyp Over tid for PAH-
fororenad jord for alla koncentrationer gav precis som for den kopparfororenade jorden
relativt svaga korrelationer (tabell 9).

Tabell 9. Signifikanta korrelationer (P <0,05) mellan olika mikroorganismers abundans (genkopior/g ts) i
PAH-fororenad jord for alla koncentrationer over tid for respektive jordtyp, antal datapunkter n=36 for
respektive korrelation

Variabel 1 Variabel 2 Korrelationskoefficient P-varde
(Kendall’s 1)
Nintuna
AOA-amoA NS-nxrB 0,416 *kk
AOA-amoA NB-nxrB 0,333 *ok
NS-nxrB NB-nxrB 0,283 *
Krusenberg
AOA-amoA NS-nxrB 0,486 *kk
*0,01<P <0,05
**0,001<P <0,01
*ExPp <0,001

Samvariationen mellan de olika generna i PAH-f6rorenad jord for respektive jordtyp for
enskilda tidpunkter for alla koncentrationer redovisas i tabell 10. De flesta signifikanta
korrelationer var relativt starka.
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Tabell 10. Signifikanta resultat av korrelationstest i PAH-fororenad jord for alla koncentrationer mellan
olika mikroorganismers abundans (genkopior/g ts) for de tvd jordtyperna vid de olika undersokta
tidpunkterna, antal datapunkter n=12 for respektive korrelation

Variabel 1 Variabel 2 Korrelationskoefficient P-varde
(Kendall’s 1)
Nintuna juni 2016
NS-nxrB NB-nxrB 0,455 *
Nintuna september 2016
AOA-amoA NS-nxrB 0,546 *
NS-nxrB NB-nxrB 0,485 *
Néntuna oktober 2017
AOA-amoA NS-nxrB 0,606 *ok
AOA-amoA NB-nxrB 0,485 *
NS-nxrB NB-nxrB 0,576 *ok
Krusenberg september 2016
AOA-amoA NS-nxrB 0,788 ok ok
Krusenberg oktober 2017
AOA-amoA NS-nxrB 0,667 *ok
*0,01<P <0,05
**0,001<P <0,01
*ExPp <0,001

5.2 POTENTIELL

AMMONIAKOXIDATION (PAO)

Uppmiitt PAO i jord frén Nantuna var i intervallet 0,51-5,43 ng NO>™-N g'! ts'! min"och
for jord fran Krusenberg 0,02-0,72 ng NO2™-N g'! ts”! min!. Jordtyp foérklarade den storsta
delen av variationen i PAO for bdde koppar- och PAH-kontaminerad jord. Ingen
signifikant interaktionseffekt forekom mellan faktorerna kopparkoncentration och
jordtyp, ddremot mellan faktorerna PAH-koncentration och jordtyp. Av de tva undersokta
fororeningarna hade koppar starkast effekt och forklarade 20 % av den totala variationen
av PAO (tabell 11). Andelen variation som forklarades av PAH-koncentration var endast

ndgra enstaka procent.

Tabell 11. Variansanalys av potentiell ammoniakoxidation (ng NO2 -N g ts! min!) i oktober 2017 for
faktorerna jordtyp och kopparkoncentration respektive jordtyp och PAH-koncentration

Variationsursprung PEV (%) F P-viirde
Cu-koncentration® 19,4 27,13 ok ok
Jordtyp® 74,4 302,08 ok
Koncentration X jord? 0,3 1,34 -

Inom 5,9

PAH-koncentration® 2,8 9,29 ok ok
Jordtyp® 92,6 830,85 ook
Koncentration X jord? 2,0 6,97 *x
Inom 2,7

a=F323,b=F123, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 *** ej signifikant P-vérde -
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Den potentiella ammoniakoxidationen var signifikant ldgre vid den hogsta koppar-
koncentrationen 3xMKM 1 Néntunajorden (figur 8). Post hoc-testets resultat visade
daremot att PAO inte skiljde sig signifikant at for de 14gre koncentrationerna inom samma
jordtyp. For kopparfororenad jord frdn Krusenberg var PAO signifikant ldgre vid den
hogsta koncentrationen dn i referens och i vid koncentrationen KM. I den PAH-
fororenade jorden skiljde sig inte PAO i Nantunajorden signifikant for de olika
koncentrationerna. For Krusenbergsjorden var PAO 1 vid den hogsta PAH-
koncentrationen signifikant lagre &n vid de andra undersokta koncentrationerna.
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Figur 8. Potentiell ammoniakoxidation, PAO (ng NO2 -N g ts! min!) i kopparfororenad respektive PAH-
fororenad jord frdn Néntuna och Krusenberg i oktober 2017. Dataunderlag for varje ldddiagram &r
logaritmerade virden av tre biologiska replikat. I varje delfigur indikerar ldaddiagram mérkta med samma
bokstav att de inte har medelvérden som skiljer sig signifikant frén varandra.

5.3 KORRELATIONSANALYS MELLAN ANTALET GENER OCH PAO
Genomforda korrelationstester antyder att minskningen i PAO 1 bada jordtyper for den
kopparfororenade jorden samt for den PAH-fororenade Krusenbergsjorden var kopplad
till en minskad abundans av en specifik grupp av mikroorganismer. I den
kopparfororenade jorden fanns en relativt stark positiv korrelation mellan AOA:s amoA-
gen och PAO i bada jordtyperna. I Nantunajorden fanns &ven en stark korrelation mellan
Nitrobacters nxrB-gen och PAO, men 1 jord fran Krusenberg korrelerade istillet
Nitrospira nxrB-gen med PAO (tabell 12).

Det fanns inga statistiskt signifikanta korrelationer mellan mikroorganismernas gener och
PAO for PAH-fororenad jord fran Nantuna (tabell 12). I jord fr&n Krusenberg fanns
relativt starka positiva korrelationer mellan AOA:s amoA-gen och PAO samt mellan
Nitrospiras nxrB-gen och PAO.
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Tabell 12. Korrelationer mellan antalet gener (genkopior/g ts) och potentiell ammoniakoxidation, PAO (ng
NO2 -N g'! ts! min') i kopparfororenad respektive PAH-fororenad jord éver alla koncentrationer i oktober
2017 fran Nantuna respektive Krusenberg, antal datapunkter n=12 for respektive korrelation

Variabel 1 Variabel 2 Korrelationskoefficient P-varde
(Kendall’s 1)
Kopparfororenad jord Nintuna
AOA-amoA PAO 0,667 *ox
NB-nxrB PAO 0,788 ok ok

Kopparfororenad jord Krusenberg

AOA-amoA PAO 0,485 *

NS-nxrB PAO 0,576 *ok
PAH-fororenad jord Krusenberg

AOA-amoA PAO 0,697 ol

NS-nxrB PAO 0,545 *

*0,01<P <0,05

*#0,001<P <0,01

***P <0,001
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6 DISKUSSION

6.1 NITRIFIERANDE MIKROORGANISMERS GENETISKA POTENTIAL
6.1.1 Mikroorganismernas kvantitet

AOA:s hogre abundans &n AOB i de ofororenade referensjordarna stimmer vil dverens
med ménga studiers resultat dir AOA visats vara dominerande dver AOB i ménga miljéer
(Ward, 2013). Leininger et al. (2006) undersokte ammoniakoxiderande
mikroorganismers abundans i ett antal jordar med varierande egenskaper i Europa. Ett
antal av jordarna var precis som Nantunajorden klassificerade som sandy loam (def.
USDA), men pH-virdet i dessa var ldgre. I de undersokta jordar var AOA:s abundans
mycket hogre an AOB:s. I referensjorden fran Nantuna var dock denna skillnad mellan
AOA och AOB inte lika uttalad. Orsaken till detta kan tidnkas vara det hogre pH-viardet i
Néntunajorden som gor att det finns god tillgéng till ammoniak, den oprotonerade formen
av substratet ammonium som AOB formodas anvénda. For den sura sandjorden fran
Krusenberg var AOB:s abundans ovéntat hog med avseende pa det 1dga pH-vérdet. Dock
var AOB:s abundans i Leininger et al. (2006) studie i stort sett lika hog som AOA:s for
odlingsbar grasmark med pH 5,5 (H20). Den hogre abundansen av Nitrospira jamfort
med Nitrobacter i referensjordarna kan eventuellt bero pa att tillgangen pa substrat var
lag. Simonin et al. (2015) observerade att Nitrospiras abundans var hdgre &n Nitrobacters
1 jord med lag halt tillgéngligt substrat.

Jordtyp var den faktor som hade storst inverkan pd abundansen av de olika undersokta
funktionella grupperna for bade koppar- och PAH-behandlad jord. Detta sags sérskilt
tydligt hos AOA och Nitrospira. Jordtyp hade saledes en vildigt stark inverkan pa
abundans i bade ofororenad och fororenad jord. Den generellt starkare effekten av koppar
pa AOA:s och Nitrospiras abundans i jord frdn Krusenberg dn frdn Nantuna kan tankas
bero pa att biotillgdngligheten for fororeningarna var stdrre i Krusenbergsjorden, da
biotillgdngligheten 6kar med minskande pH-vdrde (Naturvdrdsverket, 2006b). AOA:s
och Nitrospiras varierande abundans i de tva jordtyperna for PAH-fororenad jord kan inte
forklaras av TOC-halt, utan andra egenskaper hos jordarna har medfort skillnader i
abundans. Ifall TOC-halten i Krusenbergsjorden hade varit avsevdrt ldgre &n i
Néntunajorden skulle det ha kunnat resultera i en storre biotillgidnglighet av PAH:er. Vid
provtagning ute i félt dr jordtypens inverkan pd mikroorganismernas abundans sédledes
viktigt att ha i beaktande. Effekten av fororeningar skulle kunna déljas av de skillnader i
jordtyp som finns pd olika provtagningsplatser samt att jordtypen i sig kan péverka
biotillgdngligheten. Detta kan gora det svért att avgéra fororeningars paverkan pa
nitrifierande samhéllens abundans nir lampliga referensprov med samma jordegenskaper
saknas.

Statistiskt signifikanta skillnader i abundans kunde generellt bara ses vid de hdgsta
undersokta fororeningshalterna i jord frén de tva sista provtagningarna. Detta indikerar
att ldgre halter av koppar och PAH inte hade nédgra stora effekter pa de undersokta
nitrifierande mikroorganismernas kvantitet. Dock tycks effekten av de undersokta
fororeningarna pd AOA:s och Nitrospiras abundans generellt 6ka med tiden baserat pé
PEV-virden for koppar och PAH (tabell 3 och 5). Det skulle ha varit intressant att
undersdka mikroorganismernas abundans i jorden efter ldngre tid &n de 16 minader som
experimentet pagick for att se om effekten blir storre med tiden samt om abundansen dven
minskar signifikant for de ldgre fororeningsgraderna. Det var en aning forvanande att
ingen minskade eller 6kande abundans av AOB kunde ses med tiden for nidgon av
jordtyperna dd& AOB visat sig vara kidnsligare dan AOA for koppar i ménga olika
naturmiljoer (He et al., 2018; Subrahmanyam et al.,2014). De applicerade doserna av
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koppar ar mdjligen inte tillrdckligt stora for att ge en statistiskt signifikant pdverkan pa
dessa mikroorganismers abundans vid de milj6forhallanden som existerat under
experimenttiden. Detta kan dessutom tyda pé att AOB:s abundans i jord dr en oldmplig
indikator for att bedoma forlust av markfunktionen nitrifikation, vilket gor att den kanske
inte lampar sig att anvianda vid ekologisk riskbedomning.

Det var dven ovéntat att AOB inte heller uppvisade ndgon Okande eller minskande
abundans med tiden i PAH-fororenad jord. AOB har tidigare visat sig forekomma i
stabila populationer i jord som under 14ng tid anvénts for nedbrytning av olja med hjilp
av mikroorganismer, s.k. landfarming (Kurola et al., 2005). Den PAH-fororenade jorden
frén impregneringsanldggningen i Néssjo som blandats med ren jord for att uppnd olika
fororeningsgrader i experimentet har dven den varit fororenad under lang tid. Dock
uppgér andelen spikjord frén Néssjo maximalt till 2 % och 6kad tolerans enbart hos AOB-
populationer i denna skulle antagligen inte ge erhéllet resultat av kvantifieringen. AOB-
populationer i jorden fran provplatserna dr dirmed formodligen toleranta mot PAH samt
koppar under rddande miljoforhdllanden. Det kan eventuellt dven tdnkas bero pa
inaktivitet, d@ AOB som tidigare ndmnt tros kunna &verleva perioder av inaktivitet
(Kowalchuk & Stephen, 2001).

Precis som for AOB syntes ingen tydlig 6kande eller minskande trend i Nitrobacters
abundans med okande fororeningsgrad. I kopparfororenad jord kunde ingen skillnad i
abundans mellan olika behandlingar forklaras av fororeningsgrad. Detta kan tyda pé att
Nitrobacter var toleranta vid de kopparhalter som de exponerades for. Som nidmnt i
teoriavsnittet har Nitrobacter och AOB liknande metabolism och Nitrobacter har
dessutom i slam visat sig vara mer toleranta an AOB mot kopparexponering (Ward, 2013;
Ouyang et al., 2016). Nitrobacters abundans verkar foljaktligen vara en mindre lamplig
indikator vid ekologisk riskbedomning.

6.1.2 Nitrifierande mikroorganismers samvariation

Resultatet av genomforda korrelationstester for de tvd jordtyperna over tid gav generellt
svagare och férre statistiskt signifikanta korrelationer &n nér korrelationsanalys gjordes
separat for varje tidpunkt. Detta indikerar att samvariationen mellan de olika nitrifierande
mikroorganismerna varierar &ver tid. En ténkbar orsak till detta 4r att vissa
mikroorganismers abundans minskar avsevért med tiden i fororenad jord samtidigt som
andras abundans #r relativt oforiindrad. Aven sisongsmissiga effekter kan tinkas inverka
sa att korrelationstest som gors for alla tidpunkter samtidigt blir svagare. Pdverkan pé
nitrifierande mikroorganismers abundans har tidigare setts variera med sésong. Berg &
Rosswall (1987) konstaterade att ammoniumoxiderande mikroorganismers abundans och
aktivitet 1 jordbruksmark var som hogst under var och host. I en annan studie som
undersokte abundans och sammansittning hos AOA och AOB i torvjord samt
lustgasemissioner forekom sédsongsmaéssiga variationer i abundans endast for AOB vars
abundans var som stdrst under varma perioder (Andert et al.,, 2011). Dock ter sig
kvantiteten av de olika undersokta generna i experimentet vara relativt ofdrédndrad 6ver
tid i referensjordarna, vilket indikerar att sdsongsméssiga variationer hade en liten
inverkan pé de olika genernas abundans.

Generellt fanns for bada jordtyper och fororeningar en maéttligt stark positiv korrelation
mellan AOA:s amoA-gen och Nitrospiras nxrB-gen vid alla undersokta tidpunkter. Denna
korrelation &r starkare &n den mellan AOA och Nitrobacter for de olika jordarna och
fororeningarna, undantaget kopparférorenad jord fran Nantuna i oktober 2017 dir
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korrelationen mellan AOA och Nitrobacter ér en aning starkare. Flera studier som
undersokt nitrifierande mikroorganismers abundans och korrelation visar pa att AOA:s
och Nitrospiras abundans samt AOB:s och Nitrobacters abundans korrelerar positivt i
olika miljoer (Meng, 2016; Simonin et al., 2015; Stempfhuber et al., 2016). 1 de
undersokta jordarna fanns dock ingen korrelation mellan AOB och Nitrobacter vid ndgon
tidpunkt.

6.1.3 Miitosiikerheter vid qPCR

Spridningen i antal genkopior mellan biologiska replikat inom samma behandling
varierade. Vid kvantifiering av AOB:s amoA-gen samt Nitrobacters nxrB-gen var
spridningen mellan biologiska replikat jimforelsevis stor. Tankbara orsaker till detta kan
exempelvis vara naturlig variation, variation uppkommen pa grund av att den lokala
miljon i de olika lysimeterroren skiljer sig och mitfel. Under kvantifieringen gjordes tva
tekniska replikat for varje jordprov. Dessa replikat analyserades oberoende av varandra i
olika PCR-korningar och ny reaktionsmixen framstélldes infor varje kdrning. Skillnaden
ndr de tekniska replikatens detekterades under PCR-korningarna var mindre &n 0,8
viarmecykler. Detta indikerar att de stora skillnaderna mellan vissa biologiska replikat ej
uppkommit till f6ljd av mitfel vid genomford qPCR. Det ska emellertid pépekas att alla
DNA-extrakt som anvéndes till QPCR var utspddda till en viss mélkoncentration av
dubbelstringat DNA. For att kunna gora dessa utspadningar har koncentrationen av DNA
miétts. Dessa tvd moment kan ha introducerat vissa felaktigheter. Dock édr det mindre
troligt att detta har haft en stor inverkan pé kvantifieringens resultat d& variationen mellan
de biologiska replikaten var mindre for AOA:s amoA-gen och Nitrospiras nxrB-gen trots
att samma utspidda DNA-extrakt anviints vid analyserna. Aven genomfort inhibitionstest
dir de olika DNA-extrakten detekterades vid ungefir samma véirmecykel i PCR-
programmet indikerade att proverna hade relativt lika koncentration av dubbelstrangat
DNA samt att eventuella inhiberande &mnen 1 extrakten var 1 tillrackligt liga
koncentrationer.

6.2 NITRIFIERANDE SAMHALLENS FUNKTIONELLA POTENTIAL

I likhet med abundansdata hade jordtyp en stor effekt pd den potentiella aktiviteten hos
de nitrifierande mikroorganismerna. Stenberg et al. (1998) erholl varierande PAO for
olika jordar, med generellt lagre PAO f{6r jordar innehallandes 1&g andel ler och hogre
PAO for jordar innehéllandes hog andel ler och neutralt pH. Studiens resultat for olika
jordtyper visar dirmed pd liknande monster som erholls i detta arbete for
referensjordarna. En statistisk signifikant minskning av PAO sdgs generellt endast for den
hogsta eller ndst hogsta fororeningsgraden, vilket tyder pd att de nitrifierande
mikroorganismernas ~ funktion inte péverkades ndmnviart vid de ldgre
fororeningsgraderna. Det dr anmérkningsvért att PAO inte sjonk for den PAH-f6rorenade
Néntunajorden trots att AOA minskade i1 kvantitet. Ingen korrelation med AOB hittades,
men detta kan eventuellt tinkas bero pé en stor naturlig variation i AOB:s abundans. En
annan tankbar teori dr att heterotrofa nitrifierare kan ha Dbidragit till
nitrifikationsprocessen, precis som Ward (2013) beskriver tros kunna ske nir autotrofa
nitrifierare 4r hdmmade. Minskningen av AOA:s abundans kan eventuellt 4ven vara for
liten for att ge ndgon statistisk signifikant minskning av PAO.

6.2.1 Miitosikerheter och antaganden vid aktivitetsmétningar

Aktivitetsmitningarna gjordes pa jord som varit nedfryst till -20 °C i cirka 6 ménader,
men frysforvaringen har troligen inte haft ndgon effekt pa aktiviteten. Stenberg et al.
(1998) undersokte hur aktiviteten hos mikroorganismer paverkas i jord som varit nedfryst
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till -20 °C respektive lagring vid -2 °C 1 jimforelse med farsk jord. Enligt studien
paverkades den potentiella ammoniakoxidationen lite eller inget alls i de undersokta
jordarna som varit nedfrysta i mer dn ett &r. Vid métning av aktivitet i de olika jordproven
blev standardavvikelsen for de tre biologiska replikaten generellt storre i jord frén
Krusenberg dn i Nantunajorden. Uppmétta koncentrationer var over detektionsgrinsen,
men det kan inte uteslutas att den storre standardavvikelsen beror pd minskad precision i
mitningar vid ldga koncentrationer. Det kan 4&ven vara pipetteringen av
provtagningsvitskan som vid laga nitrithalter inte &r tillrdckligt noggrann.

Metoden for aktivitetsmdtning syftar till att mdta hogsta mojliga aktivitet hos de
ammoniakoxiderande mikroorganismerna vid optimala forhallanden vid pH 7,2. Vid
tillimpning av metoden skakas jord med substratvétska som har ett pH-vérde runt 7,2
samt buffrande egenskaper. Ett grundliggande antagande som gors &r att alla
ammoniakoxiderande mikroorganismer har sitt optimum vid ett neutralt pH. Flera studier
antyder att aktiviteten hos nitrifierare i sur jord kan underskattas med metoden. Andra
saker som kan vara problematiskt med metoden &r att AOB ofta gynnas vid tillsats av
oorganiskt ammonium samt att méngden tillsatt ammonium misstdnks kunna hdmma
AOA som generellt foredrar laga halter (Li et al., 2018). Dock var tillsatt méngd
ammonium 1 den hér studien (ISO 15685) forhallandevis 1dg. Det som ddrmed framst
misstdnks kunna ha gett missvisande resultat &r anvindningen av substratvitska med
neutralt pH-vérde till den sura Krusenbergsjorden.

6.3 TILLAMPBARHET VID RISKBEDOMNING AV FORORENAD MARK
De nitrifierande mikroorganismerna som visade storst genetisk potential som indikatorer
for att avgora fororeningars paverkan pa markens funktion var AOA och Nitrospira. Dock
bor kvantifieringen av dessa kombineras med aktivitetsmétningar da mikroorganismernas
abundans endast indikerar den genetiska potentialen, vilket inte ger en fullstindig bild av
deras funktionella férmaga. Visserligen korrelerade vissa mikroorganismer abundans
med PAO, men utan aktivitetsmédtningar kan det endast anas vilka nitrifierares dndrade
abundans som &r kopplade till minskad ammoniakoxidation.

Béda undersokta angreppssitt dr relativt enkla att tillimpa. Dock ar aktivitetsmétningarna
tidskrdvande och nitrithalten i proven maste analyseras inom ett dygn eftersom nitrit ar
instabilt. Utover detta misstinks resultatet kunna bli missvisande for sura jordar, vilket
gor att nuvarande standardiserade metod dr oldmplig om information om den faktiska
funktionen i marken ska tas fram till en ekologisk riskbedomning. Anvéndning av en
metod dér det tas hdnsyn till pH-vérde i marken ar inte standardiserad och mindre latt att
tillimpa. Fordelen med att undersoka den genetiska potentialen dr att metoden ar
densamma oavsett jordtyp. En stor utmaning med bada metoderna infor en eventuell
tillimpning 1 ekologisk riskbedomning dr den stora inverkan som jordtyp har péd béade
abundans och aktivitet hos mikroorganismerna, vilket kan forsvara mojligheten att dra
slutsatser om fororeningarnas paverkan.

6.4 FORSLAG TILL VIDARE ARBETE

Inom projektets tidsram fanns inte tid att kvantifiera de Nitrospira som &r kapabla till att
utfora alla oxidationssteg i nitrifikationsprocessen, comammox. Kvantifiering av dessa
mikroorganismer i referensjord och fororenad jord skulle ge en mer fullstdndig bild 6ver
effekter pa den genetiska potentialen for nitrifikationen. Det skulle dven vara relevant att
utfora aktivitetsmatningar pa jord fran olika sdsonger samt provtagning av jord under
langre tid for att se om mikroorganismernas abundans dndras efter ytterligare tid.
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Eftersom mikroorganismernas aktivitet i sura jordar misstinks kunna bli missvisande vid
anvind standardiserad metod for aktivitetsmétning kan det vara relevant att undersoka
om en alternativ metod dr ldmpligare. En jamforande studie skulle kunna goras dér
aktivitetsmatningar utfors med substratvitska som har samma pH-vdrde som marken
samt med den anvédnda standardiserade metoden. Dértill finns ett behov av att studera
paverkan pd mikroorganismers kvantitet och aktivitet i jord med en mer komplex
fororeningsproblematik.
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SLUTSATSER

Det mikrobiella nitrifierande samhéllets storlek minskade med ©kande
fororeningsgrad av koppar respektive PAH. Denna minskning av storlek var
kopplad till minskad abundans av AOA och det nitritoxiderande bakterieslaktet
Nitrospira.

Inget tydligt monster kunde uttydas i AOB:s och Nitrobacters abundans med
okad fororeningsgrad av koppar respektive PAH. Abundansen av dessa
mikroorganismerna forefaller vara opéverkad 1 jordtyperna vid de
miljoforhéllanden som funnits under experimenttiden.

Effekten av bade koppar och PAH p& mikroorganismernas abundans blev
generellt mer pataglig over tid, sérskilt tydligt var detta for AOA och Nitrospira.
Effekten av fOroreningarna var generellt mer uttalad i1 den sura
Krusenbergsjorden (sand) 4dn i den svagt basiska Nantunajorden (sandy loam)
med hogre kol- och kvévehalt. AOA:s abundans minskade med Okad
fororeningsgrad for bada undersokta jordtyper.

Nitrospiras abundans minskade enbart for en av jordtyperna (sand).

Funktionen hos det nitrifierande samhéllet mitt i form av potentiell
ammoniakoxidation visade pd en funktionsforlust i kopparfororenad jord med
okande fororeningsgrad for bada jordtyper. I den svagt basiska Néntunajorden
korrelerade funktionsforlusten positivt med AOA:s och Nitrobacters abundans
och i den sura Krusenbergsjorden korrelerade funktionsforlusten positivt med
AOA:s och Nitrospiras abundans.

For PAH-fororenad jord sags enbart en funktionsforlust for Krusenbergsjorden
vid den hogsta fororeningsgraden, vilken korrelerade positivt med AOA:s och
Nitrospiras abundans.
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BILAGA A - Reagensmixer vid qPCR

I tabell 13 visas reaktionsmixen som anvindes for kontroll av inhibering i de utspddda
DNA-extrakten. De negativa kontrollerna bestod av en kontroll med sterilt vatten samt
av sju NTC-kontroller (No Template DNA). I NTC-kontrollerna tillsattes Lambda- DNA.
I varje brunn tillsattes 2 ul DNA, Lambda-DNA eller sterilt vatten samt 18 pl
reaktionsmix. BSA (bovint serumalbumin) anvindes for att forstarka amplifieringen av
DNA. Primern T7 har DNA-sekvensen TAATACGACTCACTATAGGG och primern
SP6 har DNA-sekvensen ATTTAGGTGACACTATAG (Sambrook & Russell, 2001).

Tabell 13. Reagenser som anvénts till reaktionsmixen for inhibitionstestet, volym av reagenserna per
reaktion (rx) och slutgiltig reagenskoncentration nér reaktionsmixen blandats med DNA-extrakt, Lambda-
DNA eller sterilt vatten

Reagens Volym/rx (ul) Reagenskoncentration
Sterilt vatten 4 -

1Q5 (2X mix) 10 1X

BSA (20 pg/ nl) 1 1 png/ nl

Primer T7 (10 uM) 0,5 0,25 uM

Primer SP6 (10 uM) 0,5 0,25 uM

Plasmid (5-10% AOA-kopior/pl) 2 1,0-107 kopior/ pl
Volym mastermix per brunn 18 -

PCR-programmet som anvéndes for inhibitionstestet var: 95 °C 5 min; (95 °C 15 s, 50 °C
30s, 72 °C 45 s, 80 °C 5 s) x 35; 65-95 °C sméltning. Antalet virmecykler var siledes
35 stycken. Genkopior i de olika proverna mittes med fluorescens vid temperaturen 80
°C i varje viarmecykel.

For kvantifiering av AOA anviéndes reaktionsmixen i tabell 14. I varje brunn tillsattes
dven 2 pl DNA, Lambda-DNA eller sterilt vatten. Primern CamoA19f har DNA-
sekvensen ATGGTCTGGYTWAGACG och primern CamoA616r har DNA-sekvensen
GCCATCCABCKRTANGTCCA (Pester et al., 2012).

Tabell 14. Reagenser som anvénts till reaktionsmixen for AOA, volym av reagenserna per reaktion (rx)
och slutgiltig reagenskoncentration nér reaktionsmixen blandats med 2 pul DNA-extrakt, Lambda-DNA
eller sterilt vatten

Reagens Volym/rx (ul) Reagenskoncentration
Sterilt vatten 3,25 -

1Q5 (2X mix) 7,5 1X

BSA (20 pg/ ul) 0,75 1 png/ nl

Primer CamoA19f (10 uM) 0,75 0,5 uM

Primer CamoA616r (10 uM) 0,75 0,5 uM

Volym mastermix per brunn 13 -

PCR-programmet som anvéndes vid korning av det forsta tekniska replikaten for AOA
var: 95°C 5 min; (95°C 155s,55°C30s,72°C60s, 78 °C 10 s) x 35; 95 °C 15 sec; 65-
95 °C smiltning. For det andra tekniska replikatet modifierades programmet genom att ta
bort smiltningen pa slutet vilket ej paverkar kvantifieringen av antalet genkopior. Detta
gjordes for att undvika att tvda band erholls for PCR-produkten vid gelelektrofores som
senare utfordes. Detta underlittade analysen av banden.
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Reaktionsmixen som anvéndes vid kvantifiering av AOB redovisas i tabell 15. Primern
AmoAT1F har DNA-sekvensen GGGGTTTCTACTGGTGGT och primern AmoA2R har
DNA-sekvensen CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC (Rotthauwe et al., 1997).

Tabell 15. Reagenser som anvénts till reaktionsmixen for AOB, volym av reagenserna per reaktion (rx)
och slutgiltig reagenskoncentration nér reaktionsmixen blandats med 2 ul DNA-extrakt, Lambda -DNA
eller sterilt vatten

Reagens Volym/rx (ul) Reagenskoncentration
Sterilt vatten 3,25 -

1Q5 (2X mix) 7,5 1X

BSA (20 pg/ nl) 0,75 1 png/ nl

Primer AmoA1F (10 uM) 0,75 0,5 uM

Primer AmoA2R (10 uM) 0,75 0,5 uM

Volym mastermix ber brunn 13 -

PCR-programmet som anvéndes for att kvantifiera AOB var: 95°C 5 min; (95°C 15 s,
55°C 30 s, 72°C 40 s, 78°C 10 s) x 35; 95 15 s; 65-95 °C smiltning. Aven for AOB
genomfordes en korning med sméltkurva och en utan for varje DNA-extrakt.

Reaktionsmixen som anvindes for kvantifiering av Nitrobacter redovisas 1 tabell 16.
Primern nxrB1F har DNA-sekvensen ACGTGGAGACCAAGCCGGG och primern
nxrBIR har DNA-sekvensen CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA (Y=C eller T)
(Vanparys et al., 2007).

Tabell 16. Reagenser som anvénts till reaktionsmixen for Nitrobacter, volym av reagenserna per reaktion
(rx) och slutgiltig reagenskoncentration nér reaktionsmixen blandats med 2 pl DNA-extrakt, Lambda-DNA
eller sterilt vatten

Reagens Volym/rx (ul) Reagenskoncentration
Sterilt vatten 3,25 -

1Q5 (2X mix) 7,5 1X

BSA (20 pg/ pnl) 0,75 1 png/ nl

Primer nxrB1F (10 uM) 0,75 0,5 uM

Primer nxrB1R (10 uM) 0,75 0,5 uM

Volym mastermix ber brunn 13 -

PCR-programmet som anvéndes for att kvantifiera Nitrobacter var: 95°C 7 min; (95°C
15, 72-67°C 30's, 72°C 30 s, 78°C 8 s) x8, (95°C 155, 67°C 30°s, 72°C 30's, 78°C 8 s)
X 27; 95 15 s; 65-95 °C sméltning. Infor korning av det andra tekniska replikatet togs
sméltningen bort for att underlétta analysen efter utford gelelektrofores.

Kvantifiering av Nitrospira gjordes med reaktionsmixen i tabell 17. Primern nxrB169F

har DNA-sekvensen ACGTGGAGACCAAGCCGGG och primern nxrB638R har DNA-
sekvensen CCGTGCTGTTGAYCTCGTTGA (Pester et al., 2014).
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Tabell 17. Reagenser som anvints till reaktionsmixen for Nitrospira, volym av reagenserna per reaktion
(rx) och slutgiltig reagenskoncentration nér reaktionsmixen blandats med 2 pl DNA-extrakt, Lambda-DNA
eller sterilt vatten

Reagens Volym/rx (ul) Reagenskoncentration
Sterilt vatten 3,25 -

1Q5 (2X mix) 7,5 1X

BSA (20 pg/ nl) 0,75 1 png/ nl

Primer nxrB169F (10 uM) 0,75 0,5 uM

Primer nxrB638R (10 puM) 0,75 0,5 uM

Volym mastermix ber brunn 13 -

Anvint PCR-program for att kvantifiera Nitrospira var: 95°C 5 min; (95°C 15 s, 56°C 30
s, 72°C 45 s, 78°C 8 s) x 35; 95 °C 15 s; 65-95 °C smiéiltning.
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BILAGA B — Transformering av data

Transformationer som gjordes for AOA:s amoA-gen innan variansanalys och post hoc-
test visas 1 tabell 18.

Tabell 18. Transformeringar av virden for AOA:s amoA-gen innan variansanalys och post hoc-test

Fororening Tidpunkt AOA-amoA AOA-amoA
[genkopior/ng DNA] [genkopior/g ts]
Cu Jun 2016 Invers logio
PAH Jun 2016 logio logio
Cu Sep 2016 logio logio
PAH Sep 2016 logio logio
Cu Okt 2017 logio logio
PAH Okt 2017 logio logio

De transformationer som genomfordes for AOB:s amoA-gen innan variansanalys och
post hoc-test presenteras nedan (tabell 19).

Tabell 19. Transformeringar av virden for AOB:s amoA-gen innan variansanalys och post hoc-test, for
fargmarkerade transformationer blev residualerna mindre normalfoérdelade &n for de andra dataméngderna

Fororening Tidpunkt AOB-a”?OA AOB-am.o A
[genkopior/ng DNA] [genkopior/g ts]

Cu Jun 2016 logio logio

PAH Jun 2016 Box-Cox Kvadratrot

Cu Sep 2016 logio Kvadratrot

PAH Sep 2016 logio logio

Cu Okt 2017 Invers log10

PAH Okt 2017 Invers Invers

Transformationer av abundans av Nitrospiras nxrB-gen redovisas i tabell 20.

Tabell 20. Transformeringar av varden for Nitrospiras nxrB-gen innan variansanalys och post hoc-test, for
fargmarkerade transformationer blev residualerna mindre normalférdelade &n for de andra dataméngderna

Fororening

Tidpunkt

Nitrospira-nxrB

Nitrospira-nxrB

[genkopior/ng DNA] [genkopior/g ts]
Cu Jun 2016 logio Kvadratrot
PAH Jun 2016 Kvadratrot Box-Cox
Cu Sep 2016 Kvadratrot Kvadratrot
PAH Sep 2016 Kvadratrot log1o
Cu Okt 2017 Kvadratrot -
PAH Okt 2017 - Kvadratrot

Transformationer av virden for Nitrobacters nxrB-gen redovisas i tabell 21.
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Tabell 21. Transformeringar av vdrden for Nitrobacters nxrB-gen innan variansanalys och post hoc-test,
for fargmarkerade transformationer blev residualerna mindre normalférdelade 4n for de andra

dataméngderna

Fororening Tidpunkt Nitroba?ter-nxrB Nitroba?ter-nxrB

[genkopior/ng DNA] [genkopior/g ts]

Cu Jun 2016 Kvadratrot Box-Cox

PAH Jun 2016 - Kvadratrot

Cu Sep 2016 Invers logio

PAH Sep 2016 logio logio

Cu Okt 2017 Box-Cox Box-Cox

PAH Okt 2017 - Kwvadratrot

Data for métning av potentiell ammoniakoxidation har Box-Cox-transformerats.
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BILAGA C - Resultat av variansanalyser for genkopior/ng DNA

AOA

Abundansen av AOA:s amoA-gen var for de olika behandlingarna och tidpunkterna i
intervallet 3,0-10?-1,9-10* genkopior/ng DNA. Variansanalys visade att nollhypotesen,
dvs. att ingen skillnad fanns i antalet AOA-amoA/ng DNA mellan jordtyperna kunde
forkastas for alla undersokta tidpunkter (tabell 22). For faktorn kopparkoncentration
fanns endast en statistiskt signifikant skillnad i antalet AOA-amoA/ng DNA vid
tidpunkten oktober 2017. Inga interaktionseffekter mellan de undersokta faktorerna
koncentration och jord kunde bekréftas. Resultatet for oktober visade att skillnader i
antalet genkopior forekom mellan de olika kopparkoncentrationerna.

For den PAH-fororenade jorden visade variansanalys att signifikanta skillnader i
kvantiteten av AOA:s amoA-gen/ng DNA fanns for de tvd undersokta jordarna vid alla
tidpunkter (tabell 22). For september 2016 och oktober 2017 fanns dven signifikanta
skillnader i antalet gener mellan olika PAH-koncentrationer. For tidpunkten oktober 2017
fanns en interaktionseffekt mellan de undersokta faktorerna.

Tabell 22. Variansanalys av antal AOA-amoA genkopior/ng DNA for de olika tidpunkterna for faktorerna
jordtyp och kopparkoncentration samt for faktorerna jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017
Variations-
ursprung | F PEV (%) P |F PEV (%) P |F PEV (%) P
Cu? 1,34 1,2 - 0,49 -1,3 - 13,1 14,4 HoAk
Jord® 60,30 69,0 **k%104,55 82,0 **%177,0 84,4 HoAk
Cuxjord® |1,56 2,0 - 0,34 -1,7 - 0,8 0,8 -
Inom 27,9 21,1 0,4
PAH? 1,169 1,0 - 18,05 18,6 *Ek%127,0 27,7 HoAk
Jord® 26,382 49,3 *¥%1199,21 72,2 **%161,7 63,2 HoAk
PAH x jord*| 1,532 3,1 - 1,40 04 - 7,3 715 ok
Inom 46,6 8,7 40 1,5

a=F323,b=F123, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 *** ej signifikant P-vérde -

Resultatet av kvantifieringen av AOA:s amoA-gen/ng DNA for koppar respektive PAH i
de olika jordtyperna visas i figur 9. Post hoc-testen som gjordes for respektive tidpunkt
visade att amoA-genens abundans skiljde sig mellan kopparfororenad jord fran Néntuna
och Krusenberg. For PAH-fororenad jord var amoA-genens abundans i juni 2016 relativt
lika for de tvd jordtyperna, men med tiden skiljde sig abundansen allt mer mellan
jordarna. Inom samma jord var skillnaderna sma mellan de olika behandlingarna for bada
fororeningarna. I jord frn oktober 2017 skiljde sig antalet genkopior i Krusenbergsjorden
vid koncentrationen 3xMKM fran de andra koncentrationerna for badda undersokta
fororeningar.
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Figur 9. Laddiagram Over logaritmerat antal AOA-amoA genkopior/ng DNA for olika koppar-
koncentrationer och PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje ldddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
indikerar laddiagram mérkta med samma bokstav att de inte har medelvirden som skiljer sig signifikant
fran varandra.

AOB

Abundansen av AOB:s amoA-gen var mellan 8,2-10'-3,2-10° genkopior/ng DNA.
Variansanalys av AOB:s amoA-gen /ng DNA for kopparfororenad jord visade att en stor
del av den totala variansen for juni och september 2016 kunde forklaras av varians inom
grupper (tabell 23). For juni 2016 fanns en signifikant skillnad i antal genkopior mellan
jordtyperna, men for september 2016 och oktober 2017 var denna skillnad ej signifikant.

For den PAH-fororenade jorden syntes inga signifikanta skillnader i kvantiteten av

AOB:s amoA-gen/ng DNA som kunde forklaras av faktorerna jordtyp och koncentration
vid ndgon av de undersokta tidpunkterna (tabell 23).
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Tabell 23. Variansanalys av antal AOB-amoA genkopior/ng DNA for de olika tidpunkterna for faktorerna
jordtyp och kopparkoncentration samt for faktorerna jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017
Variations-
ursprung |F PEV (%) F  PEV (%) F PEV (%)
Cu? 1,08 0,8 - 11,55 6,4 -112,14 43,4 * kK
Jord® 6,98 17,9 *12,78 6,9 -12,76 2,3 -
Cu xjord®* (2,06 9,5 -10,47 -6,2 -16,92 23,1 ok
Inom 71,9 92,9 31,2
PAH? 2,66 17,5 - 10,65 -4,2 -12,60 12,9 -
Jord® 1,10 0,3 - 12,30 5,2 -11,16 0,4 -
PAH x jord*| 0,78 -2,3 -11,32 3,8 -13,77 22,3 *
Inom 84,5 95,3 64,4

a=F323, b=F1 3, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 ***_ ¢j signifikant P-vérde -

Resultatet av post hoc-tester stdder variansanalysernas resultat. Dock avviker antal
genkopior i referensen for Krusenbergsjorden frén de kopparfororenade jordarna for
tidpunkten oktober 2017 (figur 10).
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Figur 10. Laddiagram o6ver logaritmerat antal AOB-amoA genkopior/ng DNA for olika koppar-
koncentrationer och PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje 1dddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
indikerar laddiagram mérkta med samma bokstav att de inte har medelvdrden som skiljer sig signifikant

fran varandra.

Nitrospira

Nitrospiras nxrB-gens abundans/ng DNA i jordproverna var i intervallet 5,3-10'-3,9-10°.
Variansanalys av Nitrospira-nxrB/ng DNA {or kopparfororenad visade pé signifikanta
skillnader 1 antalet genkopior for faktorn jord for alla tidpunkter (tabell 24). For faktorn
kopparkoncentration fanns signifikanta skillnader i kvantiteten av genen for september
2016 och oktober 2017. For dessa tidpunkter fanns dven en interaktionseffekt mellan de
tva faktorerna och den var mest utpriglad for den sista tidpunkten.

For den PAH-fororenade jorden fanns for de tva sista tidpunkterna signifikanta skillnader
i antalet Nitrospira-nxrB/ng DNA for faktorn PAH-koncentration (tabell 24). For
september 2016 fanns en interaktionseffekt mellan de undersokta faktorerna, dock
forklaras mycket litet av den totala variansen av detta.
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Tabell 24. Variansanalys av antal Nitrospira-nxrB genkopior/ng DNA for de olika tidpunkterna for
faktorerna jordtyp och kopparkoncentration samt for faktorerna jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017
Variations-
ursprung | F PEV (%) P |F PEV (%) P |F PEV (%) P
Cu? 0,50 -3,4 - 10,99 24,5 k17,81 8,5 **
Jord® 21,09 45,5 **%161,65 49,6 **%1126,26 52,0 kK
Cuxjord® |1,52 3,6 - 13,57 63 * 124,79 29,6 koA
Inom 54,4 19,6 10,0
PAH? 1,24 1,2 - 135,28 40,8 **%115,00 29,8 *oxk
Jord® 34,73 58,2 **%1119,06 46,9 *xk172,89 51,0 koAk
PAH x jord*| 0,83 -0,9 - 1331 2,8 * 12,00 21 -
Inom 41,4 9,5 17,0

a=F323, b=F1 3, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 ***_ ¢j signifikant P-vérde -

Resultatet av genkvantifieringen av antalet genkopior av Nitrospiras nxrB-gen/ng DNA
samt av genomforda post hoc-tester visas i figur 11. Antalet genkopior/ng DNA i
Néntunajorden var i stort sett konstant vid alla tidpunkter for bada féroreningarna. For
Krusenbergsjorden var skillnaderna i antalet gener som storst i september 2016 och
oktober 2017. Den hogsta koncentrationen 3xMKM skiljde sig signifikant frén alla de
andra koncentrationerna for PAH-fororenad jord i september 2016 samt i oktober 2017.
For den kopparfororenade jorden skiljde sig antalet genkopior vid koncentrationen
3XMKM i oktober 2017 signifikant frin alla de andra koncentrationerna. Aven i
september 2016 var det skillnader i antalet genkopior vid olika féroreningsgrader i den
kopparfororenade jorden.
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Figur 11. Laddiagram Over logaritmerat antal Nitropsira-nxrB genkopior/ng DNA for olika koppar-
koncentrationer och PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje ldddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
indikerar laddiagram mérkta med samma bokstav att de inte har medelvirden som skiljer sig signifikant
fran varandra.

Nitrobacter

Abundansen for Nitrobacters nxrB-gen/ng DNA var mellan 3,2-1,6-10%. Enligt
genomforda variansanalyser for kopparfororenad jord forklarades vid den forsta
tidpunkten en stor andel av variationen av antalet Nitrobacter-nxrB/ng DNA av jordtyp
(tabell 25). Andel av variansen som kunde forklaras av jordtyp minskade dock med tiden
och en storre andel av variansen kunde forklaras av faktorn kopparkoncentration. En stor
andel av variansen, cirka 50 % forklarades 1 oktober 2017 av att det forekommer en
interaktionseffekt mellan de tva undersokta faktorerna.

Variansanalys av Nitrobacters nxrB-gen/ng DNA visade att faktorn jordtyp forklarade
majoriteten av variansen, andelen minskade dock en aning med tiden (tabell 25). Endast
for oktober 2017 kunde signifikanta skillnader i antalet genkopior forklaras av
fororeningsgrad.
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Tabell 25. Variansanalys av antal Nitrobacter-nxrB genkopior/ng DNA for de olika tidpunkterna for
faktorerna jordtyp och kopparkoncentration samt for faktorerna jordtyp och PAH-koncentration

Juni 2016 September 2016 Oktober 2017
Variations-
ursprung | F PEV (%) P |F PEV (%) P |F PEV (%) P
Cu? 0,50 -0,1 - 16,08 17,2 * 15,76 25,4 *
Jord® 21,09 79,6 *Hk 144,84 49,5 **%13,04 3,6 -
Cuxjord® |1,52 -1,34 - 12,85 6,3 - 10,33 49,7 koA
Inom 21,9 27,1 21,3
PAH? 1,42 2,0 - 10,36 -6,3 - 13,57 13,6 *
Jord® 39,66 60,6 **%19,55 28,0 **% 124,51 41,5 koAk
PAH x jord*| 0,96 0,2 - 1096 -04 - 1,46 2,5 -
Inom 37,6 78,7 42,4

a=F323, b=F1 3, 0,01<P <0,05 *, 0,001<P <0,01**, P <0,001 ***_ ¢j signifikant P-vérde -

Resultatet av post hoc-testerna visade att antalet genkopior i den kopparfororenade jorden
skiljde mellan de tva jordtyperna vid den forsta tidpunkten, men med tiden blev jordarna
alltmer lika (figur 12). Kvantiteten av genen skiljde sig i juni 2016 inte lika distinkt mellan
jordtyperna for den PAH-fororenade jorden. Skillnaderna i antalet genkopior mellan
jordtyperna var som minst i september 2016 for bada féroreningarna.
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Figur 12. Laddiagramdver logaritmerat antal Nitrobacter-nxrB genkopior/ng DNA for olika koppar-
koncentrationer och PAH-koncentrationer vid tidpunkterna juni 2016, september 2016 och oktober 2017.
Dataunderlag for varje ldddiagram dr logaritmerade vérden av tre biologiska replikat. I varje delfigur
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fran varandra.
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BILAGA D - Korrelationstester
I denna bilaga visas i punktdiagram hur signifikanta korrelationer mellan olika
mikroorganimsers abundans samt korrelationer mellan mikroorganismernas abundans

och PAO sag ut.

Korrelationstester mellan olika mikroorganimsers abundans
Punktdiagram over forhallandet mellan olika mikroorganimsers abundans (genkopior/g
ts) over tid redovisas i figur 13.
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Figur 13. Punktdiagram &ver forhallandena mellan olika mikroorganimsers abundans (genkopior/g ts jord)
1 koppar-respektive PAH-fororenad jord i de olika jordtyperna dver tid.

Forhédllanden mellan olika mikroorganismers abundans (genkopior/g ts) i koppar-
fororenad jord vid olika tidpunkter ses i figur 14.
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Figur 14. Punktdiagram over forhallandena mellan olika mikroorganimsers abundans (genkopior/g ts jord)
1 kopparfororenad jord i de olika jordtyperna vid olika tidpunkter.

I figur 15 redovisas forhallanden mellan olika mikroorganismers abundans (genkopior/g
ts) i PAH-fororenad jord vid olika tidpunkter.
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Figur 15. Punktdiagram over forhallandena mellan olika mikroorganimsers abundans (genkopior/g ts jord)
i PAH-fororenad jord i de olika jordtyperna vid olika tidpunkter.

Korrelationstester mellan mikroorganimsers abundans och PAO
Forhallanden mellan PAO (ng NO, - N g! ts! min!) och olika mikroorganismers
abundans (genkopior/ g ts) i koppar-respektive PAH-fororenad jord i oktotober 2017

redovisas i figur 16.
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Figur 16. Punktdiagram over forhdllandena mellan PAO (ng NO2 - N g! ts! min') och olika
mikroorganimsers abundans (genkopior/g ts jord) i oktober 2017 i de olika jordtyperna for koppar-
respektive PAH-fororenad jord.
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