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Abstract

Monitoring and assessment of agricultural soils has become requested as means
to detect changes in soil quality. Among possible microbial indicators for
monitoring soil quality, the most common methods include microbial biomass,
respiration, N mineralization and a community profiling method. Among the
latter, the most used seem to be DGGE (denaturing gradient gel electrophore-
sis), PLFA (phospholipid fatty acids), and CLPP (community level physiology
profile) analyses. Here we report results from an investigation of the PLFA
analysis for the possible use as an indicator for monitoring soil quality.

Soil samples were taken 2009 in the Ultuna soil organic matter field experi-
ment, which was started in 1956 for investigating the long-term effect of min-
eral N fertilizers and different organic amendments on crop yields, soil organic
matter changes and soil physical properties. PLFAs were extracted from top-
and subsoils in ten treatments. PLFA concentrations were compared to other
variables, such as total carbon, total nitrogen, pH and respiration, but also to
other results reported earlier from the same experiment.

Total PLFAs in topsoil samples (0-20 cm) were highest in the sewage sludge
(O) treatment, which was almost reflected in subsoil samples, although the
highest mean value among those samples was found for the farmyard manure
(J) treatment. A good correlation was observed between total PLFAs in topsoil
samples and total carbon, but total PLFAs were even better correlated with
total nitrogen (r=0.81; p<0.0001). Subsoil samples (27-40 cm depth) reflected
topsoil samples for total PLFAs, but the individual PLFAs revealed that the
composition of the microbial communities were entirely different. The pres-
ence of cyclic fatty acids in the sewage sludge treatment indicated some kind
of stress for gram-negative bacteria, probably caused by heavy metals, al-
though a negative effect of the sewage sludge application could not be seen in
other ways, e.g. crop yield.

In conclusion, the PLFA analysis can give valuable information about the mi-
crobial community in soil samples. It can be used in a monitoring programme,
although the recommendation is that it would be preferable to combine the
PLFA analysis with other methods, for example CLPP, in order to determine
trends and changes of microbial communities and activities in soils.



Sammanfattning

Markbiologisk uppf6ljning i dkermark har internationellt blivit uppmérksam-
mad for att kunna upptécka forandringar markens kvalitetsegenskaper i ett ti-
digt skede. Mgjliga mikrobiella indikatorer for uppf6ljning inkluderar bl. a.
matning av mikrobiell biomassa, respiration, kvivemineralisering och en me-
tod for att mikrobiell populationsprofil. Ofta féreslagna analysmetoder bland
de senare &r DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), PLFA (fosfoli-
pidfettsyror), och CLPP (community level physiology profile). I denna sam-
manstéllning rapporterar vi resultat fran en PLFA-analys av jord fran det s.k.
ramforsoket pa Ultuna, som startades 1956 for att undersoka effekter av mine-
ralkvdve och olika organiska godselmedel pa skord, organiskt material och
markfysikaliska egenskaper.

Jordprover togs hosten 2009 och PLFA extraherades fran matjords- och alv-
prover i tio av de femton forsoksleden. Innehallet av PFLA jamfordes med
andra variabler, som total C, total N, pH och respiration, men ocksa med andra
resultat som tidigare rapporterats frin samma forsok.

Total PLFA i matjorden (0-20 cm) var hogst i1 de rotslamsbehandlade forsoks-
rutorna, vilket ocksd motsvarades av hoga nivéer dven i alvproverna, dven om
det allra hogsta medelvérdet bland dessa prover fanns i stallgddselledet. En
stark korrelation kunde observeras mellan total PLFAs i matjordsproverna och
total C, men total PLFA var dnnu béttre korrelerat med total N (r=0,81;
p<0,0001). Prover frén alven (27-40 cm djup) reflekterade matjordsprovernas
innehall av total PLFA, men individuella PLFAs avslojade att den mikrobiella
populationen var helt annorlunda sammansatt. Forekomsten av cykliska fettsy-
ror i rotslamsledet indikerar ndgon form av stress hos gram-negativa bakterier,
formodligen orsakad av tungmetaller, trots att en negativ effekt av rotslamstill-
forseln inte har kunnat iakttas pa annat sitt, t. ex. pa skordenivaer.

Sammanfattningsvis har PLFA-analysen visat sig kunna ge virdefull informa-
tion om mikrobiella populationer i jordproven. Den kan mycket vél anvéndas 1
ett program for markbiologisk uppfoljning, men det ar 4nda onskvért att kom-
binera PLFA-analysen med andra metoder, t. ex. CLPP, for att sédkrare kunna
faststdlla trender och fordndringar i mikrobiella populationer och aktiviteter i
jordar.



Introduktion

Marken skall uppfylla ett stort antal miljoméssiga, ekonomiska, sociala och
kulturella funktioner. Den skall producera biomassa, lagra, filtrera och trans-
formera vatten, niring och andra amnen, utgora en reservoar for den biologiska
méngfalden, utgora en fysisk och kulturell milj6é for ménniskor och ménskliga
verksamheter, utgora en killa for ravaror, fungera som kollager och utgora ett
arkiv for det geologiska och arkeologiska arvet (EGK 2006b).

Farhdgorna for markforstoring har framst rort erosion och fororeningar, men
ocksa laga halter av organiskt material, vilket ledde till utarbetandet av ”En
temainriktad strategi for markskydd” (EGK 2006a). EU-kommissionens forslag
till direktiv om rambestimmelser for markskydd (EGK 2006b) har hittills bara
lett fram till en resolution i november 2007 fran EU-parlamentet, utan konklu-
sioner, endast med rekommendationer for ett direktiv om hantering av orga-
niskt avfall och en kommuniké angdende bekdmpning av 6kenspridning.

Samtidigt har ett kontinuerligt arbete pagétt pa andra nivaer inom EU, bl. a.
inom EU:s Joint Research Centre (JRC), vars Institute for Environment and
Sustainability ocksé omfattar en markavdelning, ddr man bl. a. arbetar for en
databas, European Soil Data Centre (ESDAC), som ska kunna tillhandahalla
alla data och informationer om europeiska marker. Detta arbete sker inom det
sjunde ramprogrammet, vilket 16per 2007-2014. Man arbetar ocksé for att ut-
veckla gemensamma procedurer och metoder for datainsamling, kvalitetssék-
ring och kontroll och hur data skall behandlas och lagras (JRC 2010).

Varfor méta biodiversitet? Brussaard m fl (2003) hévdar att fordndringar som
syns 1 populationsstrukturen hos mikrober och nematoder ger en tidig varning
for ldngtgdende fordndringar i organiskt material, niringsstatus och markstruk-
tur, som inte kan iakttas direkt med andra metoder. Ett tidigare storre projekt
inom EU:s sjitte ramprogram, ENVASSO (ENVironmental ASsessment of
Soil mOnitoring), avslutades 2007 och var avsett att ge svar pa fragan om vilka
metoder som dr ldmpliga att anvinda for att skatta biodiversitet i jordprover.
Summeringar av detta projekt har gjorts bl.a. av Morvan m fl (2007). Inom
ENVASSO utgick man fran ”The Soil Geographical Database”, som varit aktiv
under 20 &rs tid. Baserat pa diskussioner inom ENVASSO projektet, listade
Bispo m fI (2009) tre nyckelindikatorer for att méta biologisk markkvalitet:

1. Diversitet av daggmaskar eller enchytraeider; 2. Diversitet av hoppstjartar
(Collembola); och 3. Respiration. Den tredje faktorn, métt antingen som syre-
forbrukning och/eller koldioxidavgang, skulle d4 betraktas som en indikator for
mikrobiella processer kopplade till mineralisering. Denna lista upprepades av
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Gardi m f1 (2009), som prioritetsniva 1. Pa prioritetsniva 2 tog man upp nema-
toder och diversitet hos svampar och bakterier.

Andra har skattat virdet av mikrobiella variabler ndgot hogre. Winding m fl
(2005) har listat vad man anser vara ett minimum av mdtningar som bor an-
vindas som mikrobiella indikatorer: Mikrobiell biomassa, respiration, kvéve-
mineralisering och en ”community profiling”-metod. Bland de senare nimns
DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis), PLFA (phospholipid fatty
acids) och CLPP (community level physiological profiles). En grundligare
genomgang har presenterats av Ritz m fl (2009). Man har gatt igenom 183
kandidater for anvdndning som biologiska indikatorer. Bland dessa valdes 21
ut, som man ansdg kunde motsvara lampliga vetenskapliga och tekniska krite-
rier, for anvandning i nationella uppfoljningsprogram. Bland de 13 analysme-
toder som ansags kunna anvéndas utan vidare utvecklingsarbete var, forutom
direktrdkning i félt och tre andra sitt att rdkna fauna (nematoder, mikroartropo-
der och invertebrater), fluorometrisk assay, multipel substratinducerad respira-
tion och sex olika T-RFLP (terminal restriction fragment length poly-
morphism)-analyser, samt PLFA (fosfolipidfettsyra)-analys. T-RFLP bygger pa
extraktion av DNA, atfoljt av amplifiering med PCR, dér man anviander pri-
mers for speciella grupper av intresse (Liesack och Dunfield 2004). Ritz m fl
(2009) listade T-RFLP med primers utvalda for att detektera bakterier, svam-
par, arkéer, aktinomyceter, ammoniumoxiderare och metanoge-
ner/metanotrofer. I den lista som Ritz m 1 (2009) hade gjort rankades T-RFLP
for ammoniumoxiderare hogst tillsammans med PLFA-analys. Man hade da
beaktat flera faktorer som informationsvirde, kostnad, tid, anviandbarhet, re-
producerbarhet osv.

Ursprungsplanen med foreliggande arbete var att jimfora anvindbarheten med
T-RFLP och PLFA for markbiologisk uppfoljning i dkermark, men p.g.a. re-
sursbrist har arbetet hittills begransats till PLFA-analys. Férdelen med denna
teknik dr att det gar att fa ett matt pa total mikrobiell biomassa, samtidigt som
den kan ge ett kvantitativt matt pd andra viktiga grupper av mikroorganismer,
som svampar, gram-positiva och gram-negativa bakterier, aktinomyceter, sul-
fatreducerande bakterier m.fl. (Tunlid och White 1992). God korrelation mel-
lan PLFA och andra métt pd mikrobiell biomassa har ocksa konstaterats av
andra (jfr flera referenser citerade av Zelles 1999). En annan fordel med meto-
den anses vara att fosfolipiderna snabbt bryts ner i marken, och att PLFA dar-
for ger ett bra matt pd levande biomassa (Tunlid och White 1992).



Material och metoder
Forsoksyta

Langtidsforsoket med olika typer av godselmedel, det s.k. RAM-forsoket, vid
Ultuna i Uppsala, startades 1956. Detaljerade beskrivningar av jordmén m.m.
har gjorts av Kirchmann m {1 (1994). Jorden ar en mellanlera med 36,5% ler
(Eutric Cambisol enligt FAO:s klassificering), ursprungligen med 1,5% total C;
0,17 % N och pH 6,6. Forsoket &r avsett att anvindas for studier av effekter pa
markegenskaper samt kol- och kvivedynamik. Tillforsel av organiskt material
av olika typ vid varierande vixtnaringsnivaer jamfors. 15 forsoksled upprepas i
4 block, vilket gor 60 rutor totalt. Férsoksrutorna begrénsas av traramar, 2x2
m, nedsénkta i marken, med ca 10 cm av ramen liggande ovanfor markytan.
All skdtsel sker manuellt. Alla led grundgddslas arligen med 20 kg/ha P och 38
kg/ha K med lampligt PK-godselmedel. Véaxtfoljden har varit omvéxlande var-
strasdd till mogen skord och véroljevixter skordade som gronmassa, men fran
och med 2000 och framét har enbart majs odlats till gronmassa. (Kirchmann

m fl 1994; Mattsson 2010).

Halten av organiskt kol 1 de olika behandlingarna i RAM-férsoket divergerade
under de 36 forsta aren efter experimentets bdrjan (7 behandlingar, Persson och
Kirchmann 1994). Detta betyder ocksa att effekterna kan antas vara mer eller
mindre konstanta 6ver tiden, vilket gor att effekterna av de olika behandlingar-
na kan jdmforas med olika metoder, 4ven om proverna &r tagna vid olika tid-
punkter (jfr. exempel kolhalter i figur 1). Detta gor att jimforelser kan goras
med andra metoder for mitning av mikrobiella variabler som tidigare har an-
vints pA RAM-forsoket, t. ex. fumigering och fargning med fluorescein-acetat
(Schniirer m 1 1985), olika analyser av kvévefixeringsféorméiga (Martensson
och Witter 1990), ATP, fumigering, ninhydrin-N (Witter m fl 1993), ergosterol
och dubbelstraingad DNA (Marstorp m fl 2000), substratinducerad respiration,
potentiell ammoniumoxidation, DGGE och T-RFLP (Enwall m 1 2007), samt
qPCR m.fl. molekyldrbiologiska analyser (Sessitsch m fl 2001; Hallin m fl
2009, Wessén m fl 2010). Fore denna studie har Elfstrand m f1 (2007) ockséa
rapporterat PLFA-data, men pa ett mindre antal av behandlingarna (5 st, ej rot-
slam).



Tabell 1. Ramférséket Ultuna, férsoksplan: Analyserade led
Table 1. The long-term fertilisation experiment at Ultuna, analysed treatments

A. Trada (Utan organiskt material, utan kvave) Fallow, unfertilised

B. Utan org. material, utan N, men med groda Cropped, unfertilised

C. 80kg/ha N iKs (kalksalpeter) Calcium nitrate [Ca(NO3),]
D. 80 kg/ha N i Ammonsulfat Ammonium sulphate [(NH4),SO,]
F. 4ton/haCihalm vartannat ar utan N Straw

G. " halm -"- 80kg/haNiKs Straw + [Ca(NO3)7]

H. " grébnmassa, -"- utan kvave Green manure

J. " stallgbdsel  -"-  -"- Farmyard manure

M. - torvstro -'- 80kg/haNiKs Peat+[Ca(NO3)s]
[\ sagspan Sawdust + [Ca(NO3)o]

o. " rotslam -"- utan kvéave Sewage sludge

Jordprovtagning

I september 2009 togs prover frén alla rutor med behandlingarna A, B, C, F, G,
H, J, M, N och O, med ett borrprov per ruta. Varje prov delades sedan upp 1
intervall f6r olika djup, varifrin vi hir presenterar analyser gjorda i matjord 0-
20 cm och i alvprover 27-40 cm. Kompletterande prov togs fran behandling D,
endast matjord 0-20 cm, i september 2010. Samtliga prover forvarades i kyl
(+2°C) fore analyser.

Fosfolipidfettsyra (PLFA)-analyser

Extraktioner utfordes pa frystorkade prov enligt metoder beskrivna av Borjes-
son m fl (1998). I korthet innebar detta att den organiska fraktionen extrahera-
des fran varje jordprov och separerades i en kiselsyrakolonn, dér fosfolipiderna
samlades upp frdn den poléra fraktionen. Fosfolipiderna konverterades sedan
till metylestrar av fettsyror (FAME) med s.k. mild alkalisk methanolys.
Diérefter injicerades proverna pa en gaskromatograf och analyserades enligt
beskrivning av Steger m f1 (2003).

PLFA-nomenklatur

Fettsyror namnges efter antalet kolatomer, efter ev. kolon f6ljt av antalet dub-
belbindningar, f6ljt av position for dubbelbindningen rdknat frén den alifatiska
anden pa molekylen. Prefixen "i", "a", "10Me" anger metylgrenar i iso-, antei-
so-positioner ytterst pa fettsyran, resp. pa den 10:e kolatomen, "’br” (= bran-
ched) anger grenad fettsyra med for ovrigt okdnt utseende. Prefixet "cy" anger
forekomsten av en cyklisk propangrupp.
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Figur 1. Férandring av koncentrationer av totalt kol i matjorden (0-20 cm) 1956-2009.
Figure 1. Time-course changes of total carbon concentrations in topsoil (0-20 cm).

I litteraturen har olika PLFA anvints som biomarkorer: Nagra enkelomaéttade
PLFA, t. ex. 16:107 och 18:1w7, verkar vara mera vanligt forekommande
bland gram-negativa bakterier &n 1 andra organismer (Zelles 1997). Icke desto
mindre bor man vara forsiktig vid anvdndandet av PLFA som biomarkorer,
bade nédr det géller att gruppera PLFA och dven individuella PLFA. S4 kan till
exempel PLFA 18:2, som flitigt anvéinds som markdr for svamp, endast anvan-
das nér provet innehéller begriansat med véixtmaterial (Sundh m fl1 1997; Zelles
1999). Vi har dérfor valt att 1 forsta hand analysera individuella PLFA var for

sig.
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Tabell 2. Innehall av total PLFA i jordprover tagna fran RAM-forsoket 2009, medeltal
for n=4 rutor av varje behandling, samt skérdeavkastning med standardavavikelser
Table 2. Content of total PLFAs in soil samples from the long-term field experiment at
Ultuna, given as mean values for n=4 in each treatment; together with yields with
standard deviations

Behand- Matjord (0-20 cm) Alv (27.5-40 cm) Skérd av majs, pH

ling Topsoil (0-20 cm) Subsaoil (27.5-40 cm) medeltal 2009
2000-2009
Treat- Total PLFAs Prob.  Total PLFAs Prob.  Maize yield,
ment (nmol g ts1)  diff. (nmol g ts1)  diff. means
a=0,05* a=0,05* 2000-2009
(tons ha'l)
A 258 + 2,0 f 120 £2,2 e - 6,1
B 46,3 11,1 d,e 171 +36 c¢de 3,57 +£1,97 6,2
C 415 + 42 e 142 +14 de 518 +1,69 6,7
D ** 40,0 £ 3,1 e,f not measured 3,73 +1,79 4,2
F 59,7 +21,3 c,d 168 £3,2 c¢de 4,32 %152 6,4
G 64,3 = 49 b,c 216 54 anb, 6,00 +1,63 6,6
H 58,5 = 2,7 c,.d 20,2 3,3 abcd 4,84 1,69 6,1
J 82,6 * 52 a 23,3 £55 ab 542 +1,61 6,5
M 76,8 =+ 1,7 ab 242 55 a 6,33 +2,95 6,0
N 771 = 7,7 a 175 £50 b,c,de 4,90 +£1,96 6,7
o] 89,2 +224 a 216 £40 abc 6,22 £2/12 49

* Behandlingar inom nivaer (djup) som inte har samma bokstav ar signifikant skilda
* Treatments within depth levels that do not share the same letter are significantly
different

** Provtagning 2010 Sampled 2010

Ovriga analyser

I prover tagna 2009 bestdmdes koncentrationer av total C och total N med hjilp
av torr forbranning (LECO CNS Analyzer, USA). pH mittes med aq. dest. Re-
spiration méttes som CO,-fdllning 1 NaOH-16sning, kvantifierad genom titre-

ring med HCl efter tillsats av BaCl, i excess (Zibilske, 1994).

Statistiska analyser

JMP version 6.0.3 (SAS Institute Inc., Cary, USA) anvindes for analyser av
varians, korrelationer och multivariata analyser av principalkomponenter. For
skattning av effekter p4 mikrobiell populationsstruktur normaliserades indivi-
duella PLFA till procent av den totala molhalten for varje prov.

11



Resultat

Totalmingden PLFA i1 matjordsproverna 1ag i genomsnitt 3,3 ganger hogre i
matjordsproverna jamfort med alven (jfr. data i tabell 2). De behandlingar som
hade hoga viarden 1 matjorden hade ocksad motsvarande hoga halter 1 alvprover-
na: Korrelationen mellan total PLFA i matjord och alv var r=0,84 med
p=0,0023 {or de 10 jaimforbara behandlingarna.

Bland de olika behandlingarna var totalmidngden PLFA i1 matjordsproverna
hogst 1 rétslam (O), vilket i stort sett bekréftades i alvproverna, dven om det
hogsta medelvirdet 1 alven noterades for stallgdédselbehandlingen (J) (tabell 2).
Ruta O34 hade den hogsta totalmdngden PLFA, 120,6 nmol per gram ts, me-
dan A44 hade den lagsta, 23,3.

Vi har valt att inkludera behandling D 1 de flesta jamforelser, trots att proverna
inte tagits samtidigt som de dvriga, men virdena fran denna behandling stam-
mer vél 6verens med vad som kunde forvintas, t.ex. nir det giller samband
mellan totalinnehall av PLFA och totalhalter av C och N (figur 2A+B). Flera
skal till att inkludera D-ledet kommer att anforas i diskussionen.

Det fanns en god korrelation mellan total PLFA 1 matjordsproverna och total C
(figur 2A), men dnnu béttre mellan total PLFA och total N (figur 2B). Hér ér
det uppenbart att C-halterna i torven beror pa organiskt material som inte hun-
nit omséttas till mikrobiell biomassa, medan rétslammet innehéller oorganiskt
kvédve som inte omsatts.

Sammansittningen av PLFA i de olika forsoksleden redovisas i tabell 3. I mat-
jordsproverna (tabell 3A) visar manga PLFA mycket ldga virden i tradan (A)
och ammonsulfatbehandlingen (D), men i D-ledet kompenseras detta delvis
genom att andra PLFA ligger pa mera “normala” nivéer. Virt att notera dr den
mycket l1aga halten av PLFA 16:1®7 i D-ledet (1,204 nmol per g ts jord), en
vanlig fettsyra hos gramnegativa bakterier, i synnerhet nitrifierare. Rotslamsle-
det (O) skiljer ut sig rejilt, har fanns extremt hoga halter av flera PLFA (i16:0,
16:0,117:0, cy17:0, br18:0, 10Mel7:0, 18:0, cy19:0 och 20:0), men ocks4 rela-
tivt laga halter av andra PLFA (i14:0, 16:109, 16:1®7, 16:1®5 och 10Me18:0).
Behandling J (stallgddsel) hade signifikant hogre halter av PLFA 18:1®5 én
alla andra behandlingar. Enkelomittade PLFA var f. 6. relativt vanliga dven 1
behandling N (sédgspan; tabell 3A).

Ett annat anmérkningsvért resultat var att svamp-biomarkoren 18:2 endast skil-
de sig signifikant mellan behandlingarna A och B.
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Figur 3B. Principalkomponenter for olika behandlingar, avseende PLFA i matjordspro-
ver (kovariansmatris). PC 1 forklarar 99,7 % av variationen, PC 2 ytterligare 0,17 %
Figure 3B. Principal components for PLFAs in plots with different treatments (covari-
ance matrix). PC 1 explains 99.7 % of the variation, PC 2 another 0.17 %
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Tabell 3A. Medelvarden (n=4) for individuella PLFA (nmol - g ts jord1) i matjordspro-
ver fran de olika behandlingarna. Varden i fetstil &r signifikant (a=0,05) hogre an alla
andra behandlingar, medan understrukna varden ar signifikant lagre. Kursiverade

varden skiljer sig bade fran varden i fetstil och fran alla andra behandlingar
Table 3A. Mean values (n=4) for individual PLFAs (nmol - g dw soil1) in topsoil sam-
ples from the different treatments. Values in bold letters were significantly higher than

all other treatments, while underlined values were significantly lower (¢=0.05). Values
in italics were different from both the values in bold and from all other treatments

PLFA AL B C D F G H J M N o)

i14:0 0,12 0,15 0,08 0,23 0,25 0,40 0,13 055 0,38 0,38 0,12
14:0 0,57 0,70 0,52 061 0,75 1,13 0,78 1,00 1,31 0,64 1,27
i15:0 2,30 3,59 2,77 3,74 460 6,11 461 642 7,37 655 8,06
al15:0 1,43 2,31 2,18 1,72 2,84 4,16 2,99 4,37 4,38 429 3,55
15:0 0,25 0,23 0,16 0,34 0,32 0,51 0,39 055 0,65 0,37 0,78
unkl6:1 0,03 0,30 0,36 0,23 0,42 0,25 0,46 0,76 0,63 048 0,72
i16:0 054 1,15 1,22 1,33 157 1,84 1,60 2,64 2,18 220 3,24
16:109 021 0,48 0,63 0,39 0,82 1,00 0,72 1,17 1,03 1,24 057
16:107 228 3,77 3,67 120 523 475 477 6,30 602 6,75 4,16
16:105 0,37 1,37 1,22 043 2,06 2,13 1,52 2,90 2,17 275 1,08
16:0 2,86 559 454 532 801 643 6,95 993 940 825 14,37
i17:1 0,97 2,01 1,57 0,99 2,46 2,35 2,39 324 306 3,09 260
10Me16:0 1,33 2,38 2,37 2,40 3,10 3,42 2,94 4,49 3,70 457 4,34
i17:0 0,47 0,82 0,83 1,49 1,12 1,33 1,091 1,71 1,66 1,52 4,01
17:108 0,61 1,65 1,44 0,89 1,79 1,68 1,84 2,66 2,03 249 2722
cy17:0 0,75 1,30 1,32 164 1,75 1,96 1,83 2,30 2,50 2,46 454
17:0 0,30 0,13 0,07 1,73 0,16 1,20 0,23 0,33 0,35 0,25 0,66
br18:0 0,13 0,44 0,88 0,09 0,72 0,29 0,75 1,44 084 1,26 3,52
10Me17:0 0,51 0,79 0,66 1,07 0,97 0,99 1,04 1,33 1,28 126 2,22
18:2 045 299 173 1,22 2,33 1,21 1,86 2,11 246 1,84 248
18:3 0,08 1,05 0,59 0,98 1,14 0,49 1,70 0,82 0,98 1,49 1,62
18:109 1,80 2,91 3,09 2,16 4,12 4,39 4,07 557 3,984 6,01 4,41
18:107 1,35 3,06 2,83 1,20 4,29 4,01 3,65 5096 4,82 6,09 2,73
18:1w5 0,36 0,61 0,59 052 1,00 1,01 152 297 093 0,74 0,50
18:0 062 1,32 1,11 1,27 140 152 1,42 210 2,08 1,85 3,31
10Me18:0 0,94 1,55 1,72 078 2,00 2,17 221 2,82 211 265 1,46
i19:0 0,19 0,22 0,08 050 0,28 0,43 0,29 0,38 0,37 0,30 0,47
cy19:0 0,77 142 131 2,31 1,87 1,97 2,01 287 298 263 481
20:0 0,46 1,04 0,95 0,73 1,24 0,80 125 1,40 2,07 1,38 2,70
22:0 1,42 0,67 0,70 1,07 0,75 2,10 1,08 0,98 1,65 0,86 1,36
24:0 1,27 0,33 025 1,41 0,34 2,24 038 057 1,42 041 1,34
§BMMA 258 46,3 415 40,0 59,7 64,3 58,5 82,6 768 77,1 892
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Tabell 3B. Medelvarden (n=4) for individuella PLFA (nmol - g ts jord™1) i alvprover fran
de olika behandlingarna. Varden i fetstil & max. varden och understrukna varden ar
min. varde for varje PLFA

Table 3B. Mean values (n=4) for individual PLFAs (nmol - g dw soil1) in subsoil sam-
ples from the different treatments. Values in bold letters denote maximum. values and
underlined values denote minimum values for each PLFA

PLFA A B C F G H J M N 0
114:0 005 009 008 008 014 018 019 018 015 016
14:0 021 021 013 021 025 020 025 028 023 020
i15:0 072 1,04 069 1,01 1,34 126 1,62 1,70 086 1,37
a15:0 057 083 065 084 116 1,10 1,32 1538 095 1,20
15:0 005 012 007 012 015 016 015 015 011 013
unk16:1 005 014 012 015 019 018 021 023 016 020
i16:0 027 048 042 053 068 064 075 072 054 070
16:109 026 025 017 025 027 027 030 033 024 027
16:107 063 114 081 1,04 146 110 145 146 101 1,10
16:105 031 037 027 039 053 045 063 064 043 046
16:0 229 1,89 193 1,97 2550 326 227 2559 1,96 246
i17:1 029 061 041 050 065 057 074 080 048 068
10Me16:0 078 144 121 150 1,88 1,75 2,18 228 163 220
i17:0 022 036 029 037 045 043 054 056 040 057
17108 031 054 045 053 0,70 064 079 084 058 080
cy17:0 032 047 045 051 065 060 066 070 055 065
17:0 003 008 005 007 013 009 014 015 008 014
bri8:0 033 051 053 055 068 068 070 0,70 064 088
10Me17:0 017 024 024 026 036 027 033 036 026 032
18:2 086 1,02 089 090 083 096 095 098 0095 007
18:3 037 018 017 019 023 020 019 023 022 017
18:109 043 1,02 088 1,04 141 104 151 143 110 115
18:107 053 086 079 090 1531 099 1,33 145 096 1,10
18:105 019 020 018 020 030 025 043 031 020 023
18:0 025 035 038 042 052 045 061 058 046 055
10Me18:0 033 0,60 056 065 085 054 061 059 049 055
110:0 024 009 011 011 015 027 040 037 028 036
cy19:0 035 092 061 069 086 085 1,08 119 086 1,07
20:0 033 058 033 038 043 036 045 048 035 042
22:0 019 026 025 027 036 031 036 038 0297 040
24:0 008 021 010 012 016 016 020 020 011 016
ggmMA 120 171 142 168 21,6 202 233 242 175 21,6
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I analysen av principalkomponenter i matjordsprovernas PLFA-halter bildade
de flesta proven kluster inom varje behandling, utom F-rutorna (figur 3B). Hir
framgér ocksé den sarstdllning som rotslam- (O) och ammonsulfatbehandling-
en (D) har. Samvariationen (figur 3A) mellan cy17:0 och cy19:0 ger anledning
att formoda att de harror fran samma typ av organismer, liksom mellan 16:1®7
och 18:1w7, resp. mellan 18:2 och 18:3.

Vid analysen av den mikrobiella sammanséttningen, konstaterades att néstan
alla matjordsprover hade principalkomponenterna grupperade mera samman-
hallna, oftast atskilda fran alvproverna (figur 4). De tydligaste undantagen var
matjordsprover frdn ammonsulfatledet (D) och rotslamsledet (O), som utgjorde
en separat gruppering. Orsakerna till detta har redan nimnts, den speciella sam-
manséttningen av de mikrobiella populationerna i dessa tva forsoksled framgér
ocksa av tabell 3A. Anmarkningsvérd dr den stora spridningen bland alvpro-
verna, dir sammanséttningen av mikroorganismer i de olika forsdksrutorna inte
har nagot samband med ovanliggande lager, och det dr ocksa en vildigt stor
variation inom behandlingarna, en spridning som ocksa framgar av tabell 3B.
Ett prov frén tradan (A22) kunde betraktas som en outlier och utesléts fran
vidare jamforelser, eftersom en PLFA, 18:3, dominerade med 11% av hela in-
nehallet, vilket ska jamforas med ~1% 1 de 6vriga proverna. Det kan antas att
provet innehdll en ovanligt stor mdngd eukaryota celler, formodligen frén na-
got markdjur.

Diskussion

Stora skillnader mellan PLFA-sammanséttningen i jordprover frén de olika
forsoksleden kunde noteras, framforallt i matjordsproverna men dven i alven
(tabell 2 och 3; figur 2-4). En viktig skillnad mellan matjordsproverna och al-
ven dr allmédnt hdga koncentrationer av 10Me16:0 i alven, vilket kan indikera
anaeroba sulfatreducerande bakterier (White m fl 1996). Dessa bor rimligtvis
vara mera talrika i alven dn i matjorden.

Rotslamsproverna hade hoga koncentrationer av PLFA cy19:0, bade i matjor-
den och 1 alven. Petersen m fl (2002) fann att cyklopropyl-fettsyrorna ensamma
kunde forklara mer dn 60% av variationen 1 jordprover fran ett forsok med vér-
vete. | vér studie var cy17:0 och cy19:0 vara starkt korrelerade i matjordspro-
verna (figur 3A; = 0,97). Cyklopropylfettsyror har antagits kunna indikera
olika typer av stressituationer, som néringsbrist, jordbearbetning, osmotisk
stress osv. (Petersen m f1 2002; Kaur m I 2005), men ocksé anaeroba forhél-
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landen (Kieft m f1 1997; Drenovsky m 1 2010). En méjlighet &r att den mikro-
biella
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Figur 4. Principalkomponenter for alla PLFA-prover, baserade pa kovariansmatris av
sammansattningen uttryckt som mol-%. Ett av alvproverna (A22) har utelamnats som
outlier (motsv. koordinaterna 0,011 i PC1 och 0,33 i PC2). PC 1 forklarar 83,8 %, PC 2
ytterligare 5,4 % av variationen

Figure 4. Principal components for all PLFA samples, based on a covariance matrix of
samples normalised to mol-%. One of the subsoil samples (A22) was removed from
the graph as an extreme outlier. PC 1 explains 83.8 % of the variation, PC 2 another
5.4 %.
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omsittningen av rotslam till andra former av organiska och oorganiska d&mnen,
t.ex. nitrifikation, har foérbrukat mycket syre i matjorden. Ett argument som
talar emot syrestress dr att innehallet av 10Me16:0 inte skilde sig mellan rot-
slammet och andra behandlingar bland matjordsproverna. Det rddde dessutom
ganska torra forhdllanden fore och under tiden for provtagning.

PLFA br18:0, som ocksé var vanligare i prover fran de rétslamsbehandlade
rutorna, betraktas allmént som en indikator for grampositiva bakterier (ex. Eh-
lers m f1 2008). Enkelomittade PLFA anses indikera bakterier, och i synnerhet
18:1w7c anvénds ofta som en indikator for gramnegativa bakterier (Kourtev

m 1 2003; Joner m fl 2005). Eftersom 18:1®w7c¢ ocksa &r utgangsdmnet (precur-
sor) for cy19:0 (White m 1 1996) kan vi formoda en stressituation for gramne-
gativa bakterier i rotslamsbehandlingen. Anmérkningsvért ar ocksé de laga
halterna av enkelométtade PLFA i rotslamsledet. Dessa anses indikera gramne-
gativa bakterier, som bl. a. 4r mera resistenta dn andra organismer mot hoga
halter av tungmetaller, i synnerhet koppar (Wakelin m fl 2010) och kadmium
(Abaye m f1 2005). Orsaken till att kolhalten inte har dkat i rotslamsledet under
senare ar (figur 1) kan eventuellt forklaras med utvecklandet av en mikrobiell
population, dominerad av gram-positiva bakterier, som anpassat sig till slam-
met som substrat. Detta kan jimforas med att enkelométtade PLFA var vanli-
gare 1 J- och N-leden (stallgddsel resp. sdgspan), vilket indikerar att gram-
negativa bakterier var vanligare 1 dessa behandlingar.

En annan forklaring till avvikelser i de rotslamsbehandlade rutorna, som tidiga-
re foreslagits av Witter (1996) angaende skillnader i kolbalansen i detta expe-
riment, dr att jorden i de rétslamsbehandlade rutorna &r utsatt for tungmetaller,
1 halter som &r toxiska for manga mikroorganismer. En tolkning av véra resul-
tat i den riktningen far ocksa stdd 1 observationer av Frostegidrd m 1 (1993),
som noterade en okning av PLFA br18:0 i tva olika jordar som utsatts for
tungmetaller. Bdath m fl (2005) fann ocksa mera br18:0 i blyanrikade skogs-
jordar. Emellertid finns det ocksa rapporter som delvis motsdger dessa resultat;
t. ex. Joner m fl (2005), som rapporterade en forédndring mot gram-positiva
bakterier och aktinomyceter i aluminium-behandlade prover fran skogsjord.
Helt klart &r ocksa att olika metaller ger olika resultat (Bdath m fl 1998; Murata
m 1 2005), men det har ocksé rapporterats att olika jordar kan ge olika respons
pa samma typ av kontaminering (Turpeinen m fl 2004). Detta verkar logiskt,
eftersom resistens mot tungmetaller oftast ligger i plasmider som é&r létt over-
forbara mellan olika typer av mikroorganismer (Bééath 1989).

PLFA 10Mel8:0, en indikator for aktinomyceter (Bossio m fl 1998), hade ock-

sa 14ga halter 1 rotslamsproverna. Detta &r mera svarforklarligt, eftersom akti-

nomyceter dr vanliga i reningsverk. Mojligen kan det bero pa konkurrens fran
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andra bakterier eller att den typ av aktinomyceter som finns i rotslammet &r
arter med lagt innehéll av 10Me18:0, men desto hogre innehdll av 10Mel7:0.

PLFA 18:2, som har flitigt anvénts som markor for svamp, skilde sig inte
ndmnvirt mellan behandlingarna, men denna PLFA dr ocksa vanlig i vixtceller
(Zelles 1999). 18:109c och 16:1w5c har ocksa foreslagits som markdrer for
svamp (Zak m f1 2003), men dessa verkade inte vara korrelerade, varken sins-
emellan eller med PLFA 18:2. Man kan ocksa notera att Marschner m 1 (2003)
fann att svampbiomassa inte paverkades av gddsling. Liknande resultat, dvs. att
mikrosvampar inte padverkades av olika gddselmedel, har observerats av
Rezacova m fl (2007).

Sammanfattningsvis kan vi konstatera att PLFA-analysen klart detekterar signi-
fikanta skillnader mellan behandlingar, men att det pd individuell PLFA-nivé
ar svart att 1 detalj forklara dessa skillnader i generella termer, annat &n i ensta-
ka fall. Flera provtagningar dr nddvandiga for att kunna prediktera fordndringar
i PLFA-monster orsakade av odlingsatgérder.

Jamforelser med andra metoder och matningar

Jamforelserna mellan PLFA-proverna och jordarnas innehall av kol och kvive
visar pa skillnader: De hoga halterna av kvéve i rotslamsledet motsvaras inte av
PLFA-innehallet (figur 2B). Korrelationen med kol dr sdmre, mest p.g.a. att de
torvbehandlade rutorna (M) avviker (figur 2A). Detta &r naturligt eftersom en
stor del av kolet i torven bryts ner langsamt.

En annan intressant jamforelse kan goras med ATP-innehallet i métningarna
1990 (figur 5). Har avviker rotslamsledet starkt, med en relativt lag aktivitet
1990. Uppenbart dr att den mikrobiella aktiviteten har 6kat under de senaste
10-15 &ren, vilket tydligt avspeglas i kolhalten som inte har dkat under de se-
naste aren (figur 1). En mgjlig tolkning &r att en flora av mikroorganismer har
utvecklat tolerans mot tungmetaller och anpassat sig till detta substrat. Att den-
na flora skiljer sig fran de dvriga behandlingarna framgér ocksé tydligt av
PLFA-sammanséttningen (figur 3B). Tungmetallinnehallet i slammet har ocksé
minskat avsevéart under aren, framforallt under slutet av 1980-talet, dd halterna
av t. ex. bly och kadmium gick ner till en fjardedel (fran omkr. 200 till 50, resp.
fran 9 till 1,9 mg per kg ts; Swedling 1992). Den minskade halten av tungme-
taller kan givetvis ocksa ha bidragit till att omséttningen av slammets organiska
material kunnat 6ka.
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Figure 6. Correlation in topsoil samples from six treatments between total PLFAs 2009
and basal respiration measured 2002 by Enwall et al (2007).
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Figure 7. Correlation between total PLFAs 2009-2010 and double-strained DNA (Mar-
storp et al. 2000) in topsoil samples from eight treatments.

Négra av rutorna i samma langtidsforsok har tidigare analyserats med avseende
pa PLFA-innehéll (Elfstrand m f1 2007). Deras totalhalt av PLFA var obetyd-
ligt hogre; 1 behandling H (gronmassa) fanns 77,7 och 65,7 nmol PLFAs g ts
jord-! i juni resp. september 2003, medan motsvarande varden i var undersok-
ning uppmadttes till 58,5. For behandling N (sédgspan + kalciumnitrat) lag deras
virden pa 87,2 och 82,2 att jimforas med 77,1 i var studie. Deras slutsats att
behandling H (gronmassa) hade en annan sammansattning &n andra behand-
lingar, t. ex. N (sdgspén), kunde dock inte konfirmeras i var studie. Mojligen
kan tidpunkt for provtagning ha haft betydelse. Inte heller lyckades vi observe-
ra hogre svamp/bakteriekvot i stallgodselledet (J). I var undersokning var en
sadan kvot istdllet hogre 1 kontrollproverna och 1 C- och F-behandlingarna.
Mojligen kan provtagningen med enkla stick i varje ruta lett till en storre varia-
tion 1 véara prover jaimfort med den tidigare analysen.

Senare rapporter fran samma féaltexperiment inkluderar ocksé en studie av En-
wall m 1 (2007), som undersokte mikrobiella egenskaper i sex behandlingar
provtagna 2002, bland annat respiration. De fann skillnader mellan basrespira-
tion, dar rotslamsproverna var hogst, och substratinducerad respiration, dar
stallgodselledet lag avsevért hogre dn 6vriga behandlingar. Basrespirationen
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2002 var starkt korrelerad med total PLFA i vara matjordsprover (figur 6). To-
talhalten av PLFA var ocksa korrelerad med tidigare ATP-métningar (figur 5;
Witter m f1 1993). Uppenbarligen dar PLFA-innehallet korrelerat med levande
biomassa och inte med den del av biomassan som kan uppvisa potentiell till-
vixt, och som kan iakttas t ex. vid fumigering (Appendix 1). Detta framgér
ocksa av det klara sambandet mellan fumigeringsmetoderna FIC (fumigering-
inkubering) och FIN (fumigering-inkubering med mitning av kvive-
mineralisering), som bygger pé inkubering. Aven SIR (substrat-inducerad re-
spiration) bygger pa inkubering, men jimfort med fumigering ger SIR en mera
direkt respons frin levande biomassa. PLFA och SIR visar oftast ett starkt
samband, vilket ocksa har visats i flera studier 1 andra lander, med en korrela-
tion R2 mellan 0,45 och 0,98 (Rinklebe och Langer 2010; inkl. referenser). En
samre korrelation kan antas bero pa varierande innehall av grampositiver,
gramnegativer och svamp, dér de tva senare grupperna reagerar langsammare
vid inkubering (Kemmitt m f1 2008).

En intressant jimforelse kan ocksa goras med de resultat som rapporterades av
Marstorp m fl (2000), dér korrelationen liknar basrespirationen 2002, med un-
dantag for rotslamsledet. Mgjligen kan en fordndring mot 6kad tillvaxt av den
mikrobiella biomassan i rétslamsrutorna ha skett mellan Marstorps provtagning
och 2002.

Hallin m f1 (2009) rapporterade att antalet genkopior av de flesta bakterier in-
volverade 1 kvdveomséttning var hogre 1 stallgddselbehandlingen (J) dn 1 andra
behandlingar. Detta motsvaras av SIR-resultaten, vilket kan tolkas som att i
antalet genkopior ocksa ingar en stor miangd inaktiva organismer.

Annu mera intressant ir att Hallin m f1 (2009) fann att antalet genkopior for N-
omsittning var extremt lagt 1 D-ledet. Detta motsvaras i var PLFA-analys av
mycket laga halter av PLFA 16:1®7 och 18:1®7, som &r dominerande fettsy-
rorna hos N-oxiderande bakterier, t.ex. Nitrosomonas och Nitrobacter (Peter-
sen m fl 2004). Extremt ldga skordenivéer med gula blad tyder ocksa pa att
ammonsulfaten i stort sett har slagit ut kviveleveransen, formodligen beroende
pa den laga pH-nivén (4,15 ar 2009).

Effekten av ndgra manaders lagring i kyl kan inte ha varit sérskilt stor, efter-
som totalhalterna i vara prover lag pa samma niva som Elfstrand m 1 (2007)
rapporterade frdn samma forsoksyta. Petersen och Klug (1994) rapporterade
ocksa att kylférvaring under 7 veckor endast hade mycket sma effekter pa en-
skilda PLFA. Aven ur lagringssynpunkt bor alltsi D-ledet, diir PLFA analyse-
rades pa farska prover, vara jimforbart. Dessutom togs proverna vid samma
arstid.
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Kan skillnader vara arstidsbundna? Formodligen inte: Jangid m fI (2008) rap-
porterade att, trots att totalméngden PLFA @ndrades med &rstiden, kunde man
inte observera nigra fordndringar i den mikrobiella sammansattningen. Jangid
m {1 (2008) fann ocksé att gddslingstillfdllen orsakade mera dramatiska fordnd-
ringar dn fordndrad markanvéndning eller arstid.

Anvéndandet av PLFA-analys kan utover matt pa levande biomassa ge infor-
mation om metaboliska strategier, sd har det till exempel visats med kolisoto-
per att gram-positiva bakterier foretriddesvis omsétter dldre organiskt material,
medan gram-negativa foredrar farskt vixtmaterial (Rethemeyer m f1 2005;
Kramer och Gleixner 2008); vilket ockséa kan forklara att gramnegativa bakte-
rier oftast dr vanligare ndra véxtrotterna (S6derberg m {1 2004).

PLFA bor kombineras med atminstone ytterligare en kompletterande metod {or
att man ska kunna fa en béttre bild av en jords status med avseende pé anvénd-
ning i ett storre program for markbiologisk uppf6ljning. En sddan metod kan
lampligen vara nagon form av CLPP (community level physiological profiles).
For det senare andamadlet finns flera tekniker: En sedan ldnge etablerad metod

ar Biolog®. Metoden gar ut pé att ett jordprov slammas upp och sedan droppas
1 sma brunnar pa plattor, som i forhand har tillsatts olika substrat. Om mikroor-
ganismerna i jordprovet anviander substratet kan detta ses som ett fairgomslag i
en speciell lasapparat som foretaget sdljer. Genom att ménga olika substrat
anvinds erhélls ett monster, som gor att jordprover med olika ursprung kan
sirskiljas. Fordelen dr att metoden gar snabbt och att plattorna dr létta att hante-
ra. Nackdelen &r att jorden inkuberas och man méter inte direkt vad som finns i
jorden, utan man inkluderar ocksa tillvéaxt (se diskussion hos Garland 1997).
Degens och Harris (1997) har presenterat en metod ddr man har vint pa forhal-
landena, dvs. substratet droppas pa jordprovet i stillet for tvirtom. Denna vari-
ant ger ett mera direkt métt pa aktuell status i ett jordprov, och metoden har
vidareutvecklats till fardiga kit, t. ex. MicroResp™ (Campbell m f1 (2003).

Grayston m fl (2004) har redovisat en jdmforelse mellan CLPP (i detta fall GN-

plattor fran Biolog®), PLFA och nigra molekylirbiologiska metoder for att
beskriva mikrobsamhéllena i tio olika jordar i Storbritannien. Man noterade att
CLPP- och PLFA-mdnstren i stort 6verensstimde, bada var starkt korrelerade
med natrium, organiskt material och pH, men PLFA var ocksa korrelerat med
kalcium, fosfor och kvive. Liknande slutsatser kom Widmer m fl (2001) fram
till, efter att ha jamfort Biolog™ med PLFA och en variant pa T-RFLP f6r ana-
lys av pesticidnedbrytande organismer i jord, och man rekommenderade att
flera metoder bor anvindas for att komplettera varandra.
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I det ringtest som gjordes av Creamer m fl (2009), anvinde man en variant av
CLPP, den sé kallade MicroResp™, som utarbetats av Campbell m fl (2003).
Har konstaterades stora skillnader i resultat mellan de tre laboratorier som in-
gick i testet, trots att man anvédnt samma batch av jordar, enzymer m.m. Det
kravs séledes rigordsa protokoll, men &nnu hellre att samma laboratorium an-
véinds for all provtagning inom ett program.

Slutsatser

PLFA-analysen gav stora skillnader mellan behandlingarna i RAM-forsoket. |
linje med vad andra forskargrupper kommit fram till bér detta vara en anvind-
bar metod for markbiologisk uppfoljning, eftersom fordndringar av den mikro-
biella populationen i en jord kan detekteras, forutom att man far ett jamforbart
matt pa total mikrobiell biomassa. Ett noggrant protokoll for extraktioner och
gaskromatografiska analyser bor uppréttas for det fortsatta arbetet.

PLFA bor 4anda kombineras med andra metoder for att sdkert kunna faststélla

fordndringar hos jordar. Nagon form av CLPP ligger formodligen nidrmast till-
hands.
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Appendix 1. Parvisa jamforelser (r = korrelation) mellan medelvarden i behandlingar (n) fran olika analyser/metoder som anvants vid skattning av bio-
massa inom RAM-forsoket.
Pairwise Student’s t correlations (r) between mean values for comparable fertiliser treatments (n) in different analyses/methods used for estimating bio-

mass in the Ultuna frame experiment.

Variabel Tot C (%) | Tot N (%) | pH 2009 respiration basresp. SIR 2002 © ergosterol dsDNA ATP 1990€ | FIc1990€ | FIN 1990 ©
2009 2 2009 2 a 20092 2002 P 2000 9 2000 9
PLFA 2009 r=0,797** r=0,895*** | r=-0,056 r=0,900 ** r=0,920 * r=0,717 r=0,668 r=0,718 * r=0,691 * r=0,312 r=0,618 *
p=0,0033 p=0,0002 p=0,87 p=0,0057 p=0,0093 p=0,11 p=0,073 p=0,045 p=0,018 p=0,25 p=0,043
n=11 n=11 n=11 n=7 n=6 n=6 n=8 n=8 n=11 n=11 n=11
Tot C (%) r=0,744 ** | r=-0,153 r=0,914 ** r=0,939 ** | r=0,669 r=0,619 r=0,588 r=0,513 r=-0,203 r=0,295
2009 p=0,0015 p=0,59 p=0,0040 p=0,0054 p=0,15 p=0,10 p=0,13 p=0,060 p=0,49 p=0,31
n=15 n=15 n=7 n=6 n=6 n=8 n=8 n=14 n=14 n=14
Tot N (%) r=-0,257 r=0,797 r=0,958 ** | r=0,596 r=0,612 r=0,490 r=0,455 r=-0,044 r=0,302
2009 p=0,35 p=0,032 p=0,0026 p=0,21 p=0,11 p=0,22 p=0,10 p=0,88 p=0,29
n=15 n=7 n=6 n=6 n=8 n=8 n=14 n=14 n=14
pH r=0,402 r=-0,406 r=0,389 r=-0,202 r=0,490 r=0,439 r=0,774 ** r=0,565 *
2009 p=0,37 p=0,42 p=0,45 p=0,63 p=0,22 p=0,12 p=0,0011 p=0,035
n=7 n=6 n=6 n=8 n=8 n=14 n=14 n=14
respiration r=0,962 * r=0,952 * r=0,767 r=0,922 * r=0,864 * r=0,804 * r=0,848 *
2009 p=0,038 p=0,048 p=0,13 p=0,026 p=0,012 p=0,029 p=0,016
n=4 n=4 n=5 n=5 n=7 n=7 n=8
basresp. r=0,669 r=0,909 * r=0,567 r=0,498 r=0,077 r=0,412
2002 p=0,22 p=0,012 p=0,24 p=0,31 p=0,89 p=0,42
n=5 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
SIR 2002 r=0,408 r=0,982*** | r=0,967 ** r=0,809 r=0,938 **
p=0,42 p=0,0005 p=0,0016 p=0,052 p=0,0056
n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
ergosterol r=0,469 r=0,461 r=0,228 r=0,434
2000 p=0,24 p=0,25 p=0,59 p=0,28
n=8 n=8 n=8 n=8
dsDNA 2000 r=0,979*** r=0,853 ** r=0,960***
p<0,0001 p=0,0071 p=0,0002
n=8 n=8 n=8
ATP 1990 r=0,653 * r=0,912***
p=0,013 p<0,0001
n=14 n=14
FIC 1990 r=0,800***
p=0,0006
n=14

*: p=0,01-0,05; ** : p=0,001-0,01; *** : p<0,0012 = denna undersokning this experiment; b = Enwall et al. 2007; © = Enwall, ej publ. not publ.; d- Marstorp et al. 2000; € =

Witter et al. 1993
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