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Abstract

Sewage sludge in agriculture - Long-term effects on
microbial community and nitrogen-cycling organisms

Elin Malmström

One major environmental challenge is to manage agricultural soil in a
sustainable way. Since nutrients in the soil are taken away every
harvest, there is a need to recycle nutrients back to the soil. One
solution is to use sewage sludge as a fertilizer. However, sludge can
also contain substances that could potentially be harmful to crops or
humans. This study examined the long-term effect of sewage sludge
amendment in agricultural soil. The aim of this study was to analyse
the general effects on the microbial community by sequencing the 16S 
rRNA gene, as well as studying the response to the amendments of 
nitrifying and denitrifying microorganisms. This was done by qPCR 
quantification of marker genes and activity tests of potential 
denitrification and N2O production in the soil. The main conclusion is 
that long-term effects of sewage sludge amendments on the microbial 
community, as well as on microorganisms involved in nitrogen cycling, 
are relatively small compared to effects caused by differences in 
soils. Moreover, the effects on the microbial community differed 
between soils, implying that attention needs to be paid to the 
characteristics of the soil when evaluating effects of sludge 
amendments. It was clear that the ratio of ammonia oxidising bacteria 
and archaea differed between treatments, however further studies are 
needed to conclude the reason for this. Finally, positive correlations 
between both measured activities and denitrifying marker genes were 
found, which suggests that quantification of marker genes can be used 
for studying reactions in the soil.
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Populärvetenskaplig sammanfattning 

I det här examensarbetet undersöktes de långsiktiga effekterna av slamgödsling på 

mikroorganismer i åkermark. En av de stora miljöutmaningarna i dagens samhälle gäller hur 

man ska hantera slam på ett hållbart sätt. Eftersom slam innehåller många av de nödvändiga 

näringsämnen som åkermark behöver så är en möjlighet att använda det som gödsel, vilket 

möjliggör återförsel av näringsämnen till jorden. En oro finns dock för att slamgödsling ska 

leda till att föroreningar som finns i slammet ansamlas i marken och på lång sikt skadar 

växterna eller oss människor. I utredningen Hållbar slamhantering, som tillsattes av 

regeringen och blev klar i januari 2020, konstaterades att det hittills inte finns några 

vetenskapliga belägg för att slamgödsling skulle utgöra en sådan stor risk att det borde 

förbjudas. Istället förespråkar utredningen att endast slam som är hygieniserat och 

kvalitetssäkrat tillåts spridas, och endast på produktiv jordbruksmark. Redan 2008 skapade 

branschorganisationen Svenskt Vatten certifieringssystemet Revaq för att kunna kontrollera 

att slam som sprids på åkrar är av tillräckligt hög kvalitet. Reningsverk som är anslutna till 

Revaq jobbar aktivt med att minska inflödet av skadliga ämnen till reningsverken, vilket 

indirekt minskar föroreningar i slammet. För att garantera att slammet är av bra kvalitet 

analyseras även halter av olika ämnen i slammet. Något som försvårar analyserna är att inte 

alla potentiellt skadliga ämnen i slammet är kända, och att analys av slammets innehåll är dyrt 

och tidskrävande eftersom det är så många ämnen som behöver analyseras. 

Mot den bakgrunden genomförs under våren och sommaren 2020 ett projekt på SLU, kopplat 

till Revaq, som har som syfte att undersöka om det utöver de befintliga testerna kan utvecklas 

kompletterande biologiska tester. I de biologiska testerna är tanken att mängden specifika 

mikroorganismer eller biologiska reaktioner, som finns i jorden, mäts istället för halten av 

kemiska ämnen. Förhoppningen är att testerna ska kunna upptäcka skadliga effekter på jorden 

baserat på hur mikroorganismerna reagerar på slamtillsatsen. De mikroorganismer som 

undersöks som möjliga kandidater i den här studien är mikroorganismer som är delaktiga i de 

kväveomvandlande reaktionerna nitrifikation och denitrifikation. I nitrifikation omvandlas 

ammoniak till nitrat, medan denitrifikation omvandlar nitrat till lustgas och kvävgas. Orsaken 

till att det är organismer som utför kväveomvandlande processer som undersöks är att 

processerna anses vara några av de viktigaste på jorden, eftersom allt liv behöver kväve till 

DNA och protein. Genom att studera de här reaktionerna och mikroorganismerna kan det vara 

möjligt att hitta indikatorer på skadliga förändringar i jorden. Sådana indikatorer ska med 

fördel vara relativt enkla och billiga att mäta samt så träffsäkra som möjligt i att förutspå de 

händelser de är tänkta att förutspå. 

I det här examensarbete har de långsiktiga effekterna på slamtillförsel undersökts genom 

analys av prover från ett fältförsök där slam har tillförts till de två fälten Petersborg och 

Igelösa var fjärde år sedan 1981. Effekterna av slamtillförseln jämfördes med gödsling med 



 

 

NPK, som är en blandning av kväve, fosfor och kalium och ett vanligt förekommande 

gödselmedel inom jordbruket. En effekt som studerades var den på mikrobsamhället i stort 

genom att 16S rRNA-genen sekvenserades. Denna gen förekommer hos både bakterier och 

arkéer, men skiljer sig för olika arter. Genom att sekvensera den genen är det alltså möjligt att 

studera vilka mikroorganismer som förekommer i jorden. Utöver detta undersöktes 

förekomsten av två markörgener för nitrifikation och fyra markörgener för denitrifikation. Det 

gjordes för att se om de var mer förekommande i jord som hade fått olika typer av gödsel. 

Också reaktionshastigheter för denitrifikation och produktion av lustgas i jorden mättes.  

Resultaten från det här projektet visade att den långsiktiga effekten av slamtillförsel på 

mikroorganismer i åkermark var relativt liten jämfört med skillnader i jorden som fanns 

mellan de två fälten som studerades. Det visades att sammansättningen i mikrobsamhälle, dvs. 

vilka och hur många mikroorganismer som levde i jorden, skiljde sig mer mellan proverna 

från de två fälten än den skiljde mellan prover som hade fått tillsats av slam jämfört med 

NPK. Trots detta kunde det ses att gödslingsmetoden hade viss effekt på sammansättningen i 

mikrobsamhälle, men att den effekten var lite olika för de två fälten. Det verkar alltså som att 

en viktig faktor i vilken påverkan slamtillsatsen hade på mikrobsamhället var vilka 

grundläggande förhållanden som rådde i jorden.  

Även vad gällde förekomsten av markörgener för nitrifikation och denitrifikation var 

skillnaden mellan grupper av prover som hade fått olika behandling i de flesta fall för liten för 

att vara statistiskt säkerställd. En signifikant skillnad som trots allt fanns mellan behandlingar 

var den för förhållandet mellan den ammoniakoxiderande genen amoA (som bidrar till 

nitrifikation) hos bakterier och motsvarande gen hos arkéer. Detta förhållande skiljde mellan 

jord där slam hade tillsats jämfört med där NPK hade tillsats, vilket innebär att det möjligtvis 

skulle kunna användas som bioindikator. Dock är det av största betydelse att förstå 

kopplingen mellan de bioindikatorer som används och reaktioner eller förhållanden i jorden, 

vilket inte framgår av resultaten som presenteras i denna rapport. Kopplingen mellan tillsats 

av slam till jorden och förekomsten av amoA hos bakterier och arkéer skulle alltså behöva 

undersökas ytterligare. Ett annat intressant resultat var att reaktionshastigheterna för potentiell 

denitrifikation och potentiell lustgas-produktion korrelerade med denitrifierande markörgener. 

Det innebär att det kanske kan vara möjligt att studera förekomsten av markörgener istället för 

att mäta reaktionshastigheter i jorden för att förstå olika tillsatsers effekt. Det är positivt 

eftersom det är billigare och lättare att skala upp mätningar av gener än av 

reaktionshastigheter. 

Sammanfattningsvis kan konstateras att de långsiktiga effekterna av slamtillförsel på 

åkermark har relativt lite påverkan på mikroorganismerna i marken. Utifrån den här studien är 

det därför svårt att komma med direkta förslag på mikroorganismer eller reaktioner som 

skulle kunna ligga till grund för ett mikrobiologiskt marktest för slamkvalitet. Trots det har 

resultaten visat vilka gener och reaktioner som kan vara intressant att studera vidare. 
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1 Inledning 

En utmaning i dagens samhälle är hur man på bästa sätt ska återföra näringsämnen, som till 

exempel fosfor, till odlingsmark. Även tillsats av organiskt material är nödvändigt för att öka 

eller bibehålla mullhalten, alltså mängden organiskt material, i jorden. Ett alternativ är att 

sprida slam från avloppsanläggningar på åkrar eftersom det innehåller mycket av den 

växtnäring som behövs i jorden (Andersson 2015). Ett problem med detta är dock att slammet 

förutom näringsämnen kan innehålla andra kemiska substanser som inte är önskvärda att 

sprida ut i naturen. Det kan bland annat röra sig om tungmetaller, som kadmium och 

kvicksilver, men även läkemedelsrester (Svenskt vatten 2019) och mikroplaster (Corradini et 

al. 2019). I Sverige har branschorganisationen Svenskt Vatten ett certifieringssystem för 

reningsverk, Revaq, som syftar till att minska mängden miljöfarliga ämnen som sprids till 

reningsverk och se till att avloppsslam i framtiden kan återföras till åkrar utan miljörisker. För 

att garantera att slammet är av bra kvalitet är det halter av många olika ämnen som skulle 

behöva analyseras, varav vissa kanske inte ens är kända. Det gör att analys av slammets 

innehåll är dyrt och tidskrävande.  

Mot den bakgrunden genomförs under våren och sommaren 2020 ett projekt på SLU, kopplat 

till Revaq, med syfte att undersöka om det är möjligt att utveckla mikrobiologiska marktester 

som kan integrera eventuella effekter av miljöskadliga ämnen. Detta görs genom att 

undersöka hur mikroorganismsamhället i marken liksom specifika mikroorganismer delaktiga 

i nitrifikation- och denitrifikationsprocesser reagerar vid tillförsel av slam, både på kort och 

på lång sikt. Orsaken till att det är just processerna nitrifikation och denitrifikation som 

undersöks är att omvandlande av kväveföreningar, från ammonium till nitrat (nitrifikation) 

och från nitrat till lustgas eller kvävgas (denitrifikation), förekommer i åkermark och har stor 

betydelse för de mikroorganismer som lever där (Kuypers et al. 2018).  

1.1 Syfte 

Detta examensarbete är en del i Revaqs projekt och målet var att analysera de långsiktiga 

effekterna av tillförsel av avloppsslam till åkermark. För detta användes prover från ett 

fältförsök där slam har tillförts till jorden var fjärde år sedan 1981 (Andersson 2015). Förutom 

att titta specifikt på mikroorganismer som utför nitrifikation och denitrifikation sekvenserades 

även 16S rRNA-genen för att studera effekter på mikrobsamhällenas sammansättning i stort i 

fältproverna. Enzymatiska tester gjordes för att studera potentiell denitrifikationsaktivitet och 

potentiell N2O-produktion, och markörgener för olika delsteg i nitrifikation och 

denitrifikation kvantifierades med qPCR. En del av syftet var att undersöka om det finns 

skillnader i enzymaktivitet eller abundans av markörgener mellan jordprover som har fått 

olika behandlingar genom åren. Utöver det undersöktes även om det fanns någon korrelation 

mellan enzymaktivitet och abundans av markörgenerna för denitrifikation. Ytterligare ett syfte 
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med projektet var att utvärdera vilka marktester som är mest lämpade för att detektera 

eventuell effekt av avloppsslam på åkermark. 

1.2 Avgränsningar 

I den delen av projektet som ingår i examensarbetet studerades endast de långsiktiga 

effekterna av tillförsel av slam. De markörgener som undersöktes med qPCR var nirS, nirK, 

nosZI, och nosZII för denitrifikation och amoA, både hos ammoniakoxiderande bakterier 

(AOB) och ammoniakoxiderande arkéer (AOA), för nitrifikation. Enzymatiska tester gjordes 

endast på reaktioner kopplade till denitrifikation till följd av tidsbegränsning och försenad 

leverans av ett instrument. 

2 Bakgrund 

2.1 Slammets innehåll  

Vid rening av avloppsvatten produceras stora mängder slam. Innan det kan användas till något 

stabiliseras det på reningsverket, antingen genom rötning i rötkammare eller via luftning 

(Nationalencyklopedin 2020a). Det bildade slammet består av näringsämnen, biologiskt 

nedbrytbart material och oönskade föroreningar som har renats bort från vattnet. Andelen 

fosfor och kväve i slammet är ca 3 respektive 3,5 procent (Nationalencyklopedin 2020a). 

Slammet innehåller dessutom viktiga makronäringsämnen som kalcium, magnesium och 

svavel och mikronäringsämnen som koppar, mangan och zink (Svenskt vatten 2019). På 

grund av det stora näringsinnehållet används slam i stor utsträckning som gödsel för att 

återföra näringsämnen till åkermark och därmed sluta kretsloppet. Speciellt viktigt är det att ta 

till vara på det fosfor som finns i slammet eftersom det är en begränsad resurs, som riskerar 

att ta slut. Även det organiska material som finns i slam är av stor betydelse för jorden 

eftersom det ökar mullhalten och bidrar till att jorden kan fungera som en kolsänka (Svenskt 

vatten 2019). Med mullhalt menas halten organiskt material i jorden, som är viktig för vilken 

struktur marken har och markens förmåga att ta upp vatten (Nationalencyklopedin 2020b). 

Mängden organiskt material påverkar dessutom hur väl jorden kan förse växter med kväve, 

fosfor och andra näringsämnen (Jordbruksverket 2006). Mullhalt används för att klassificera 

olika typer av jordar. Om mängden organisk substans är mindre än 2 % anses jorden vara 

mullfattig, om den är mellan 2–6 % är den mullhaltig och är den över 6 % klassas jorden som 

mullrik (Nationalencyklopedin 2020b). Vilken mullhalt som är optimal beror på jordarten, 

men en halt på 3,5–4 % brukar vara tillräcklig (Jordbruksverket 2006). 

Det finns en oro för att föroreningar som tungmetaller, läkemedelsrester, mikroplaster, 

antibiotika samt antibiotikaresistenta bakterier ska spridas i naturen med slammet. 

Tungmetaller och svårnedbrytbara föreningar kan vid långsiktig tillförsel ackumuleras i 

jorden. Av tungmetaller är kadmium ett av de ämnen som har kommit in i höga halter till 
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reningsverk och sedan hamnat i slammet (Svenskt vatten 2019). Kadmium är giftigt för allt 

liv som får i sig det i för höga doser, varför det är önskvärt att hålla mängden kadmium i 

marken så låg som möjligt (Nationalencyklopedin 2020c).  

2.2 Slamspridning i Sverige 

I Sverige är det ungefär en tredjedel av allt slam som sprids inom jordbruket. Spridning av 

avloppsslam på åkermark är omdebatterat på grund av alla oönskade ämnen som finns i slam 

och som i och med spridningen skulle kunna föras ut i naturen. Trots det så finns det i 

dagsläget endast krav i lagstiftningen på kontroll av halterna av bly, kadmium, koppar, krom, 

kvicksilver, nickel och zink i slam och på åkermark. De grundämnena är utvalda eftersom de 

anses vara de ämnen som har störst risk att påverka vår miljö och hälsa negativt (Svenskt 

vatten 2019). År 2018 togs ett beslut av regeringen om en utredning rörande krav på utvinning 

av fosfor ur avloppsslam och förbud mot att sprida avloppsslam. Utredningen blev klar i 

januari 2020. Där presenterades förslaget att minst 60 % av fosforn i avloppsslam ska 

utvinnas och bedömningen att det inte finns tillräckligt tydliga risker med slamspridningen för 

att motivera ett totalt förbud. Istället förespråkar utredningen att endast slam som är 

hygieniserat och kvalitetssäkrat tillåts spridas, och endast på produktiv jordbruksmark. På så 

sätt kan man ta hänsyn till både kretsloppsprincipen, genom att ge möjlighet till återföring av 

fosfor, andra näringsämnen och kol, och försiktighetsprincipen, genom att höja kraven och 

antalet kontroller på slammet. I utredningen nämns att det system som Revaq har byggt upp, 

samt ett förslag om utvecklade krav på slam som Naturvårdsverket kom med år 2013, skulle 

kunna utgöra en bra grund för att utveckla nya regelverk för hygienisering och 

kvalitetskontroll av slam (SOU 2020). Som läget ser ut nu är det alltså troligt att spridning av 

avloppsslam på åkermark även fortsättningsvis kommer att vara tillåtet i Sverige. 

Undersökningen visar på nyttan med att både undersöka påverkan av avloppsslam på 

åkermark vidare och hitta nya möjliga analysmetoder för att kvalitetssäkra slam. 

Trots att slamspridning i Sverige hittills inte har varit så hårt reglerat med lagar så har VA-

branschen i och med Revaq skapat ett eget certifieringssystem med tuffare krav på 

slamkvalitet (SOU 2020). Revaq drivs av branschorganisationen Svenskt Vatten och syftet är 

att kvalitetssäkra reningsverk som väljer att ansluta sig till systemet. Revaq skapades 2008 

och 2018 var 42 reningsverk i Sverige certifierade. Enligt Revaqs årsrapport 2018 skulle det 

vara möjligt att ersätta en femtedel av det fosforgödsel som importeras till Sverige under ett år 

med Revaq-certifierat slam om allt spreds ut på åkermark.  För att reningsverk ska certifieras 

måste de jobba aktivt med att förbättra kvalitén på det vatten som inkommer till 

reningsverket, öppet redovisa vad slammet består av och hur det har producerats samt kunna 

garantera att produktion av växtnäring sker ansvarsfullt och uppfyller de kvalitetskrav som 

finns. Ytterligare krav för certifiering är att slammet ska vara hygieniserat så att inte 

salmonella kan påvisas, att inga metaller eller icke-önskvärda organiska ämnen ska 

ackumuleras på åkermark på lång sikt och att ingen ackumulering av kadmium ska ske efter 

2025. En stor och viktig del av arbetet som har gjorts inom Revaq är uppströmsarbete. 
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Reningsverken har lyckats identifiera källor för utsläpp av oönskade ämnen och genom att 

kontakta verksamheterna, bland annat industrier, biltvättar och sjukhus, minska eller helt 

eliminera dessa utsläpp. Utöver det analyseras slam inom Revaq med avseende på 60 

spårelement, dvs. grundämnen som finns i små mängder i naturen och organismer, som 

riskerar att ackumuleras i slam. Utifrån analyserna i slammet beräknas sedan hur mycket av 

varje ämne som teoretiskt sett skulle ansamlas i åkermark om det tillsattes marken. Revaq har 

som mål till 2025 att det inte ska ske en högre ackumulering än 0,20 % per år i 

jordbruksmarken för ämnen som inte är essentiella för grödorna. När det gäller föroreningar i 

form av organiska ämnen är det svårare att göra mätningar eftersom de ofta förekommer i låga 

halter (Svenskt Vatten 2019).  

I intervju med Anders Finnson (muntligen) från Svenskt Vatten, uttrycker han att det finns en 

vilja att utveckla mikrobiologiska marktester som komplement till de kemiska analyserna för 

att kunna bedöma vilken påverkan slamtillsatts har på åkermark. Det finns en stor mängd 

mikroorganismer i jorden som har nyckelroller i viktiga processer, som nedbrytning av 

organiskt material och föroreningar, samt omvandling av näringsämnen, där kväve är ett av de 

viktigaste. Mikroorganismer i jorden har en stor förmåga att anpassa sig till förändringar 

vilket gör att de anses lämpliga som indikatorer för jordkvalitet (USDA 2015). Marklevande 

organismer anses vara en av de känsligaste indikatorerna just eftersom de har hög respons till 

förändringar i miljön (Bünemann et al. 2018). Av den anledningen är det av intresse att 

undersöka huruvida mikroorganismers svar på slamtillförsel skulle kunna vara en lämplig 

indikator för hur slammet påverkar jorden.  

Mikroorganismer som är delaktiga i kväveomvandlande processer har i tidigare studier 

föreslagits vara lämpliga indikatorer på markkvalitet (Ritz et al. 2009, Wessén & Hallin 2011, 

Pereira e Silva et al. 2013) och är därför relevanta att studera i samband med slamtillförsel. 

Det har även utvecklats tester som undersöker hur aktiviteten av nitrifikation och 

denitrifikation påverkas av pesticider, som är kemikalier som tillsätts för att hindra skadedjur, 

och metaller. Dessa tester har visat att de båda processerna skulle kunna användas för att 

bedöma effekt av tillsatser på tillståndet i jorden (Johansson et al. 1998, Pell et al. 1998). 

Ytterligare en anledning till att det är intressant att fokusera på just kvävets reaktioner är att 

föreningar som nitrit, nitrat och dikväveoxid (lustgas) spelar en viktig roll i miljöförstörande 

processer (Schloter et al. 2003). Gödsling med kvävebaserade gödningsmedel kan bland annat 

leda till eutrofiering i sjöar, åar och kustvatten, vilket innebär att näringsämnen läcker ut till 

dessa områden och orsakar övergödning av alger och cyanobakterier (Kuypers et al. 2018). 

Ett alltmer uppmärksammat problem är att gödningen även kan leda till utsläpp av lustgas 

från jordbruksmark eller omgivningar dit kväveföreningarna har spritt sig. Det är oroande 

eftersom lustgas är en mycket stark växthusgas och dessutom bidrar till uttunnandet av 

ozonlagret (Hallin et al. 2018). Genom att studera kväveomvandlande reaktioner kan det vara 

möjligt att hitta indikatorer som kan rapportera om skadliga förändringar i miljön. Sådana 

indikatorer ska med fördel vara relativt enkla och billiga att mäta samt så träffsäkra som 

möjligt i att förutspå de händelser de är tänkta att förutspå (Schloter et al. 2018). En fördel 
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med att studera mikroorganismer är att det kan göras med kvantitativ PCR (qPCR) som är väl 

anpassad för storskalig testning eftersom den är robust, reproducerbar och känslig (Smith & 

Osborn 2009). 

2.3 Kväveomvandlande reaktioner 

Kväve är ett grundämne som är viktigt för alla levande organismer eftersom det ingår i 

proteiner och nukleinsyror. Det existerar i många olika former och föreningar och 

förekommer i atmosfären, jordskorpan, hydrosfären och biosfären (Nationalencyklopedin 

2020d). Den största delen av kvävet på jorden finns i atmosfären i form av kvävgas, N2. I den 

formen är kvävet endast tillgängligt för de få bakterier och arkéer som kan fixera kväve, dvs. 

omvandla kvävgas till ammoniak, NH3. Andra organismer är beroende av att det finns 

kväveföreningar i omgivningen som är lättare att tillgodogöra sig för att de ska kunna växa. 

Några av dessa mer lättillgängliga kväveföreningarna är ammonium, NH4
+, och nitrat, NO3

- 

(Kuypers et al. 2018). Reaktionerna denitrifikation och anammox leder båda till att kvävet 

omvandlas till gasföreningar, kvävgas eller lustgas, och därmed försvinner från ekosystemet. I 

och med det påverkar dessa processer tillgängligheten av kväve för andra mikroorganismer i 

jorden (Kuypers et al. 2018). Mikroorganismer som utför kväveomvandlande reaktioner 

spelar alltså en betydande roll i naturen eftersom de gör kvävet tillgängligt för andra 

organismer. Ju fler studier som har utförts på kväveomvandlande organismer, desto tydligare 

har det blivit att många av organismerna har en stor mångsidighet som försvårar möjligheten 

att klassificera dem efter de processer de ingår i. De sex huvudsakliga processerna för 

kväveomvandling är assimilering, ammonifikation, nitrifikation, denitrifikation, anaerob 

ammoniumoxidation (anammox) och kvävefixering (Kuypers et al. 2018). Processerna visas i 

figur 1. I den här rapporten fokuseras främst på nitrifikation och denitrifikation.  
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Figur 1. Illustration över de sex viktigaste processerna i kvävets kretslopp: kvävefixering (1), nitrifikation (2), 

denitrifikation (3), anammox (4), assimilering (5) och ammonifikation (6). Egen illustration baserad på Kuypers 

et al. (2018) och Hallin et al. (2018). 

2.3.1 Nitrifikation 

En av de viktigaste processerna i kvävets kretslopp är nitrifikation, som innebär att ammoniak 

genom oxidation omvandlas först till nitrit, NO2
-, och därefter till nitrat, NO3

-. Oxidation av 

ammoniak kan utföras av både ammoniakoxiderande bakterier (AOB), ammoniakoxiderande 

arkéer (AOA) och commamox-bakterier som utför komplett nitrifikation, dvs. hela vägen från 

ammoniak till nitrat. Hos alla de här mikroorganismerna är det enzym som utför 

ammoniakoxidationen ammoniakmonooxygenas (AMO) (Kuypers et al. 2018). Reaktionen 

visas i ekvation 1. 

𝑁𝐻4
+ + 𝑂2 + 2𝑒

− + 𝐻+  
𝐴𝑀𝑂
→   𝑁𝐻2𝑂𝐻 + 𝐻2𝑂    (1) 

AMO är ett transmembranprotein som består av de tre subenheterna amoA, amoB och amoC i 

AOB och commamox-bakterier. AOA har utöver dessa även ytterligare en subenhet, som 

kallas amoX (Beeckman et al. 2018). Produkten som bildas vid oxidationen av ammoniak 

med AMO är hydroxylamin, NH2OH. De bakterier och arkéer som utför den här reaktionen 

växer kemolitotroft, vilket innebär att de får sin energi genom att oxidera oorganiska ämnen, 

som ammoniak. De flesta bakterier som utför reaktionen tillhör klasserna Betaproteobakteria 

och Gammaprotobakteria och finns i många olika miljöer, bland annat i gödslad jord och i 

reningsverk (Kuypers et al. 2018). De arkéer som utför reaktionen tillhör phylumet 

Thaumarchaeota (Kuypers et al. 2018). I flera studier har dessa visat sig vara mer abundanta 

än AOB i jord (Leininger et al. 2006, Prosser & Nicol 2008). Gensekvensen amoA som kodar 

för subenheten amoA är vanligt förekommande som markörgen för detektion av 

ammoniakoxiderande mikroorganismer. Eftersom sekvensen varierar mellan AOB, AOA och 
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commamox-baktierier måste man dock detektera de tre amoA-variationerna var och en för sig 

(Daims et al. 2015, Pester et al. 2012, Purkhold et al. 2000). 

Det hydroxylamin som bildas av oxidation av ammoniak oxideras hos bakterier därefter 

vidare till kvävemonoxid av enzymet hydroxylaminoxidoreductas (HAO) enligt ekvation 2. I 

ekvation 3 visas reaktionen för oxidation av kvävemonoxid till nitrit (Kuypers et al. 2018). 

𝑁𝐻2𝑂𝐻
𝐻𝐴𝑂
→   𝑁𝑂 + 3𝑒− + 3𝐻+     (2) 

𝑁𝑂 +𝐻2𝑂
?
→  𝑁𝑂2

− + 𝑒− + 2𝐻+      (3) 

Vilket enzym som utför den slutliga oxidationen av kvävemonoxid till nitrit är okänt (Caranto 

& Lancaster 2017), liksom arkéernas enzym för oxidation av hydroxylamin (Kozlowski et al. 

2016). Hos alla ammoniakoxiderande bakterier har både AMO och HAO bekräftats vara 

närvarande (Kuypers et al. 2018). Reaktionen som omvandlar nitrit till nitrat (ekvation 4) 

katalyseras av nitritoxidoreductas (NXR).  

𝑁𝑂2
− + 𝐻2𝑂 

𝑁𝑋𝑅
→   𝑁𝑂3

− + 2𝑒− 2𝐻    (4) 

Det här enzymet finns bland annat hos nitritoxiderande bakterier som tillhör de olika 

klasserna Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Chloroflexi, 

Nitrospinae och Nitrospirae. Utöver det finns enzymet också hos anoxygena fototrofer och 

anaerobt ammoniumoxiderande bakterier (Kuypers et al. 2018).  

2.3.2 Denitrifikation 

Processen där nitrat, med nitrit, kvävemonoxid och lustgas som mellanprodukter, reduceras 

till kvävgas kallas för denitrifikation. Precis som övriga kväveomvandlande reaktioner är 

dock reduktion av nitrat och nitrit komplexa processer som utförs av många olika organismer, 

och i många fall är det inte kvävgas som är slutprodukten. Det finns organismer som 

omvandlar nitrat hela vägen till kvävgas, så kallad komplett denitrifikation, men det har blivit 

tydligare att detta inte är någon självklarhet för organismer som är delaktiga i reaktionerna 

(Kuypers et al. 2018). Ekvation 5 visar reaktionen för reduktion av nitrat till nitrit. 

𝑁𝑂3
− + 2𝑒− + 2𝐻 

𝑁𝐴𝑅,   𝑁𝐴𝑃,   𝑁𝐴𝑆
→             𝑁𝑂2

− + 𝐻2𝑂   (5) 

Reduktion av nitrat kan ske både dissimilatoriskt och assimilatoriskt. Vid dissimilatorisk 

reduktion av nitrat används nitrat i respirationen genom att agera som elektronacceptor i 

stället för syre. Dissimilatorisk nitratreduktion kan utföras av bakterier, arkéer och eukaryoter 

och kan bland annat leda till vidare denitrifikation. Det är inte för alla organismer som syftet 

med den dissimilatoriska nitratreduktionen är denitrifikation, utan hos vissa är nitrit 

slutprodukten, medan andra reducerar nitrit vidare till ammonium (Kuypers et al. 2018). 

Organismer med de här funktionerna finns i alla syrefria miljöer som innehåller nitrat, 

inklusive i jorden. Det finns två enzym som katalyserar reaktionen, membranbundet 
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nitratreduktas (NAR) och periplasmiskt nitratreduktas (NAP). Assimilatorisk reduktion av 

nitrat till nitrit innebär att kvävet därefter används till biosyntes av makromolekyler i cellen. 

Enzymen som utför assimilatorisk reduktion av nitrat kallas för assimilatoriska 

nitratreducerare (NAS). Det finns dock inte en helt tydlig gräns mellan de dissimilatoriska och 

assimilatoriska reaktionerna (Kuypers et al. 2018). 

Nästa steg i denitrifikationen är reduktion av nitrit till kvävemonoxid (ekvation 6). 

Reaktionen utförs också i processen anammox av bakterier. Mikroorganismerna som utför 

reaktionen finns i miljöer som har ont om syre, men mycket tillgängligt nitrat.  

𝑁𝑂2
− + 𝑒− + 2𝐻+  

𝐶𝑢−𝑁𝐼𝑅,   𝑐𝑑1−𝑁𝐼𝑅
→              𝑁𝑂 + 𝐻2𝑂   (6) 

Det finns två enzymer som katalyserar reaktionen av nitrit till kvävemonoxid. Det ena är ett 

nitritreduktas som innehåller en hemgrupp och kallas cd1-NIR, medan det andra innehåller 

koppar och kallas för Cu-NIR. Beteckningen cd1 står för att cd1-NIR innehåller en cytokrom 

c-domän som har en d1-hemgrupp till vilken nitrat binder för att reduceras (Gordon et al. 

2003). Generna som kodar för dessa enzym kallas för nirS respektive nirK och de används 

ofta som markörgener för att studera förekomsten av denitrifikation i marken. Det finns 

tecken på att fler nitritreducerande enzym skulle kunna existera (Kuypers et al. 2018). 

Kvävemonoxid kan antingen omvandlas till lustgas (ekvation 7) eller direkt till kvävgas 

(ekvation 8).  

2𝑁𝑂 + 2𝑒− + 2𝐻+  
𝑁𝑂𝑅
→   𝑁2𝑂 + 𝐻2𝑂    (7) 

2𝑁𝑂 
𝑁𝑂−𝐷
→    𝑁2 + 𝑂2     (8) 

Mikroorganismer med enzymer som reducerar kvävemonoxid finns i ett flertal olika miljöer, 

däribland i jordbruksmark. Det finns en stor mängd kvävemonoxidreduktaser som producerar 

lustgas (nitrous oxide-producing nitric oxide reductases, NOR), men kvävemonoxid kan 

också omvandlas genom dismutation. Det innebär att två molekyler NO omvandlas till en 

kvävgasmolekyl och en syrgasmolekyl, och reaktionen tros utföras av en variant av ett NOR-

enzym, som i vissa studier har kallats för kvävemonoxiddismutas (nitric oxide dismutase, 

NO-D) (Ettwig et al. 2010).  

Omvandling av lustgas till kvävgas utförs av enzymet lustgasreduktas (nitrous oxide 

reductase, NosZ), som har visat sig finnas med stor variation i jord (Kuypers et al. 2018).  

𝑁2𝑂 + 2𝑒
− + 2𝐻+  

𝑁𝑜𝑠𝑍
→    𝑁2 + 𝐻2𝑂    (9) 

Enzymet finns hos både bakterier och arkéer. Det har på senare år blivit tydligt att det finns 

två fylogenetiskt olika typer av NosZ, namngivna klad I och klad II, som har varierande 

fysiologi. Sekvenserna som kodar för de två variationerna av enzymen kallas nosZI och 

nosZII och används som markörgener för att studera potentialen till reduktion av lustgas i 
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marken. Det finns studier som visar att NosZ i klad II i större grad tillhör mikroorganismer 

som endast utför den sista delen denitrifikationen, och inte är fullständiga denitrifierare. 

Genom studier av samexistens av nosZI och nosZII med andra denitrifierande gener har det 

konstaterats att nosZI har större sannolikhet att finnas hos mikroorganismer som utför 

fullständig denitrifikation. Detta eftersom 83 % av de genom som innehöll nosZI också 

innehöll nirS eller nirK. Det finns även studier som visar på att klad II generellt är mer 

abundanta än klad I i ett flertal miljöer, däribland åkermark (Hallin et al. 2018). 

2.4 Mikroorganismer som indikatorer på markkvalitet 

Ett sätt att bevaka hur jordens kvalitet förändras av yttre påverkan, exempelvis tillsatts av 

slam till jord, är att studera så kallade LSF, life support functions, i jorden. Med LSF menas 

biologiska funktioner som är nödvändiga för livet på jorden och till dem räknas bland annat 

reaktioner som omvandlar kväveföreningar (Schloter et al. 2018).  

Det finns ett antal olika metoder för att analysera reaktioner i jorden och de mikroorganismer 

som utför dessa. Ett sätt är att mäta mikrobiell aktivitet för specifika reaktioner. Det kan 

antingen göras som längre experiment ute i fält eller som kortare laboratorieexperiment. 

Nackdelar med fältexperiment är att de ofta kräver lång inkubationstid samt att andra 

miljöfaktorer än just de faktorer man vill undersöka kan påverka resultatet. Om 

aktivitetsmätningarna görs i ett labb är det däremot möjligt att styra vilka förhållanden som 

råder så att alla prover behandlas exakt lika. På så sätt är det lättare att jämföra jordprover från 

olika platser eller som har analyserats på olika laboratorier. Ett test som kan användas för att 

mäta nitrifikationsaktivitet går ut på att mäta hastigheten på oxidation av ammoniak genom att 

ammoniak och klorat tillsätts till proverna. Klorat hindrar oxidation av nitrit genom att 

inhibera det enzym som utför reaktionen och till följd av detta är det möjligt att följa 

ansamlingen av nitrit och sedan koppla den till reaktionshastigheten. Liknande test finns för 

att mäta denitrifikationsaktivitet. Ett av dessa innebär att acetylen tillsätts, vilket inhiberar 

enzymet som reducerar lustgas till kvävgas, och på grund av detta kan hastigheten för 

bildandet av lustgas mätas. En begränsning vid sådana experiment är dock att aktiviteten som 

observeras troligtvis inte är densamma som den hade varit ute i naturen utan snarare 

representerar potentiell aktivitet (Schloter et al. 2003). Därför kallas testerna för ”test för 

potentiell ammoniakoxidation” (Potential Ammonia Oxidation-test, förkortat PAO) respektive 

”test för potentiell denitrifikation” (Potential Denitrification Activity-test, förkortat PDA). 

Ett annat tillvägagångssätt för att studera hur jordkvalitén påverkas av miljöförändringar är att 

analysera förekomsten av specifika markörgener som kodar för enzym som utför viktiga LSF-

reaktioner hos mikroorganismer. Det är möjligt att göra med hjälp av qPCR, kvantitativ PCR, 

som är en metod för att hitta det totala kopieantalet av en gen i ett prov (Schloter et al. 2018). 

Precis som traditionell PCR bygger metoden på amplifiering av DNA, men här följer man 

amplifieringen för varje cykel genom att till reaktionsblandningen tillsätta fluorescerande färg 

som binder dubbelsträngat DNA. Baserat på vilken cykel som fluorescenssignalen kan 

detekteras i beräknas startmängden nukleinsyra (Sigma Aldrich, qPCR). En fördel med att 
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studera kväveomvandlande reaktioner med denna metod är att det finns tillgängliga 

primersystem för många av de viktigaste generna som kodar för enzym som är inblandade i 

reaktionerna, samt att dessa enzym existerar i många olika miljöer. Om det går att koppla 

förekomsten av markörgener hos mikroorganismer i jorden till olika miljömässiga 

förhållanden så kan det vara ett sätt att hitta mönster mellan jord som har utsatts för olika 

behandling eller finns i skilda miljöer. qPCR är dessutom en väl beprövad teknik med hög 

känslighet. Dock är det viktigt att vara medveten om att kvantifiering av markörgener 

troligtvis inte ger hela bilden av vilka rektioner som äger rum i jorden (Schloter et al. 2018). 

En faktor som har inverkan på resultaten är hur väl primrarna som används kan binda in till 

markörgenerna, vilket till exempel kan påverkas av hur stor variation det finns i specifika 

gener mellan olika arter (Wei et al. 2015). Om primrarna inte är tillräckligt väl anpassade för 

att fånga upp genvariationer kan det leda till att man underskattar förekomsten av 

markörgener. En risk finns dessutom för att jord kan innehålla inhiberande ämnen som stör 

PCR-reaktionen, vilket också det skulle leda till att inte alla genkopior kan amplifieras. Det 

går heller inte att anta att den kvantifierade mängden markörgener återspeglar uttrycket av 

enzymen de kodar för. Det finns till exempel mikroorganismer som bär på gener som har 

blivit redundanta och därmed inte uttrycks. Uttrycket av enzym som är kopplade till 

nitrifikation och denitrifikation har dessutom i många fall visat sig vara stort beroende av 

förhållanden i miljön (Schloter et al. 2018). 

En tredje metod för att studera markens reaktion på miljöförändringar är att undersöka de 

mikrobiella samhällena i jorden genom sekvensering av 16S rRNA-genen av bakterier och 

arkéer. Det ger en stor mängd information om sammansättningen av organismer i olika 

mikrobsamhällen, vilket kan användas som bioindikatorer för jordens kvalitet. Sekvensering 

av mikroorganismer i jorden har möjliggjort fylogenetisk gruppering samt namngivning av de 

största taxa i jordens mikrobiom. Förutom att studera vilka taxa som finns i olika miljöer är 

det också möjligt att undersöka samexistensen mellan olika taxa och vad den beror av. Brister 

med tekniken är dock att det kan ske sekvenseringsfel eller fel i PCR-stegen som görs inför 

sekvenseringen som sedan påverkar resultaten, samt att det kan vara utmanande att analysera 

de stora mängder data som genereras (Schloter et al. 2018). 

2.5 Resultat från tidigare studier 

Det har gjorts ett flertal studier av de långsiktiga effekterna av slamtillförsel på åkermark vid 

Petersborg och Igelösa, som är de försöksplatser varifrån jord har hämtats i den här studien. 

Andersson (2015) konstaterar i en rapport, som sammanfattar effekterna av slamtillförsel på 

fälten mellan 1981 till 2013, att slamtillförsel har bidragit till ökad skörd, förbättrad bördighet 

och högre mullhalt i marken i jämförelse med den jord som inte fått någon tillsatts av slam 

utan endast mineralgödsel. I rapporten nämns även att slamtillförseln har lett till att halter av 

vissa metaller, som koppar, kvicksilver och zink har ökat i marken. Genom analys av 

metallhalter i grödor som har odlats på marken dras dock slutsatsen att slamtillförseln inte har 

påverkat grödornas upptag av tungmetaller. Johansson et al. (1999) studerade vilka effekter 
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slamtillförseln vid Petersborg och Igelösa hade på mikroorganismernas aktivitet och kemin i 

jorden då försöken hade hållit på i 12 och 16 år. Det huvudsakliga resultatet från studien var 

att gödsling med avloppsslam påverkar flera biologiska och kemiska parametrar, men med de 

mängder som tillförs vid normal gödsling, dvs. 4 ton torrsubstans slam per hektar var fjärde 

år, observerades inga negativa effekter. Effekterna av slamtillsats korrelerade ofta med 

förändringar i mängd organiskt kol och pH, men dessa effekter var ofta små jämfört med 

skillnader mellan jordarna vid Petersborg respektive Igelösa. 

Det har visats att gödsling med kväve leder till en signifikant ökning i abundans av generna 

nirK, nirS, nosZ, amoA-AOB och amoA-AOA (Ouyang et al. 2018). Det är dock troligt att 

olika gödslingsmetoder har olika inverkan på dessa markörgener. Hallin et al. (2009) visade 

att abundansen av både markörgener för denitrifierare och nitrifierare tydligt påverkades av 

vilken typ av gödsel som hade tillförts. Slam ledde till ett lägre antal denitrifierare 

(organismer med generna nirS och nosZ) jämfört med jord som hade behandlats med 

nötgödsel, vilket troddes bero på att slammet orsakade lägre pH och högre halt av 

tungmetaller i jorden. Ammoniumsulfat, som också är försurande, visade sig bidra till en 

minskning av både mängden AOB och AOA, medan slamtillförsel ledde till en mindre mängd 

AOA med oförändrad mängd AOB. Även Brenzinger et al. (2018) har visat att tillförsel av 

gödsel som innehåller slam kan leda till en högre abundans AOB men en lägre abundans 

AOA. 

I studier av slamtillförselns påverkan på åkermark har det även gjorts aktivitetsmätningar av 

potentiell ammoniakoxidation (PAO) och potentiell denitrifikationsaktivitet (PDA). 

Resultaten från Johansson et al. (1999) visar att PAO i jorden från Petersborg minskade med 

tiden och då slam tillsattes, men ökade med tillsatts av kvävebaserat mineralgödsel. För 

Igelösa observerades dock ingen skillnad i PAO kopplat till vilka tillsatser som hade gjorts, 

vilket talar för att minskningen i PAO inte bara berodde på tillsatserna utan även på skillnader 

mellan jordarna. Ingen mätbar effekt på potentiell denitrifikationsaktivitet (PDA) kunde 

observeras varken för tillsats av slam eller kvävegödsel. För att bättre förstå processerna och 

mikroorganismerna i jorden har det varit av intresse att studera korrelationen mellan PAO och 

PDA med de markörgener som kodar för enzym som är ansvariga för aktiviteten. Hallin et al. 

(2009) hittade en korrelation mellan mängden kvantifierade nosZ-gener och enzymaktiviteten 

för denitrifikationen, men ingen liknande korrelation för nirS och nirK. Korrelation mellan 

denitrifikationsaktivitet och generna nirS och nirK har dock observerats i andra studier 

(Enwall et al. 2010, Hallin et al. 2015). Även när det gäller korrelationen för PAO med AOB 

och AOA visar olika studier på skilda resultat, vilket tyder på att korrelationen mellan 

abundansen av organismerna och aktiviteten är beroende av förhållanden i jorden. Hallin et al. 

(2009) visade att reaktionshastigheten för ammoniakoxidation kunde korreleras med AOA, 

men inte AOB, vilket talar för att ammoniakoxiderande arkéer spelar större roll för reaktionen 

än ammoniakoxiderande bakterier. Tvärtemot detta fann Di et al. (2009) att det var 

ammoniakoxiderande bakterier, och inte arkéer, som var kopplade till nitrifikationen när de 

undersökte förhållandet i en kväverik ängsmark. 
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3 Material och metod 

3.1 Provmaterial 

De prover som analyserades i projektet var fältprover från Petersborg utanför Malmö och 

Igelösa utanför Lund, där avloppsslam har spridits på åkermark sedan 1981. För fältproverna 

ingår totalt 32 prover, varav hälften är från Petersborg och hälften från Igelösa. Slam har 

tillförts till åkermarken var fjärde år efter det att grödorna har skördats och före 

höstplöjningen. Slammet som har använts till Petersborg har hämtats från Sjölundaverket 

medan det som har spridits i Igelösa kommer från Källbyverket (Andersson 2015). Båda dessa 

reningsverk är i dagsläget anslutna till Revaq (Finnson 2020). För varje tillförseltillfälle togs 

prover från det slam som skulle tillsättas för analys av metallinnehåll i slammet. Resultaten av 

analyserna för år 1981, 1985, 1989, 1993, 1997, 2001, 2005, 2009 och 2013, som redovisas i 

Slamspridning på åkermark (Andersson 2015), visar att det har skett en betydande minskning 

av metallhalten i slammet under åren. Den genomsnittliga minskningen av metallhalten av 

alla uppmätta metaller är för Källbyverket 72 %, där minskningen mätt i procent var störst för 

bly och kvicksilver. För Sjölundaverket är den genomsnittliga minskningen av metallhalten 

65 % och de metaller som procentuellt har minskat mest är bly och krom (Andersson 2015). 

Då försöken inleddes år 1981 klassificerades Igelösa som måttligt mullhaltig, vilket innebär 

ett innehåll på 3-6 % mull, och Petersborg klassificerades som något mullhaltig, vilket 

innebär ett innehåll på 2-3 % mull (Andersson 2015). Vid siktning av jordproverna 

konstaterades att jorden från Igelösa var betydligt lerigare än den från Petersborg.  

I tabell 1 visas skillnaderna mellan tillsatser av slam och mineralgödsel (NPK) för de olika 

proverna. Med full tillsats av slam menas 12 ton torrsubstans per hektar vart fjärde år medan 

halv tillsatts av slam innebär 4 ton torrsubstans per hektar vart fjärde år. Full tillsats av NPK 

innebär att den mängd kväve som anses vara normal vid gödsling, för respektive gröda, har 

tillsatts tillsammans med rekommenderad mängd fosfor och kalium (Andersson 2015). 

Tabell 1. Beskrivning av fältprover som analyseras i projektet. 

Provtagningsplats Ruta Slam  NPK Antal prover 

Petersborg C1 Full Ingen 4 

Petersborg A3 Ingen Full 4 

Petersborg B3 Halv Full 4 

Petersborg C3 Full Full 4 

Igelösa C1 Full Ingen 4 

Igelösa A3 Ingen Full 4 

Igelösa B3 Halv Full 4 

Igelösa C3 Full Full 4 
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I figur 2 visas hur försöksuppläggen ser ut i Petersborg och Igelösa, samt från vilka rutor 

jordprover som har använts i det här projektet har tagits. Proven är tagna på djupet 0 - 20 cm. 

Jordproverna skickades till SLU i jordpåsar och förvarades först i -20 °C. De tinades för 

siktning, uppdelning av prover och torrviktsmätning. Jordproverna siktades genom ett såll på 

4 mm för att homogenisera jorden och för att ta bort stenar och växtrester. För varje prov 

mättes torrvikten för att få förhållandet mellan torr- och våtvikt. 

A1  B1 C1 B1 C1 A1 

A2 B2 C2 B2 C2 A2 

A3 B3 C3 B3 C3 A3 

A2 B2 C2 B2 C2 A2 

A1 B1 C1 B1 C1 A1 

A3 B3 C3 B3 C3 A3 

Figur 2. Beskrivning av struktur på blockförsök i både Petersborg och Igelösa: A) inget slam, B) halv 

slamtillsats, C) hel slamtillsats, 1) inget NKP, 2) halv N-tillsats och hel PK-tillsats, 3) hel N-tillsats och hel PK-

tillsats. Rutor ifyllda med blått visar från vilka rutor jordprover till detta projekt har tagits. Egen figur baserad på 

bild från Slamspridning på åkermark - Fältförsök med kommunalt avloppsslam från Malmö och Lund under 

åren 1981–2014 (Andersson 2015). 

Mängden kväve i marken, vid två olika djup, för rutorna A1 och C1 visas i tabell 2. Rutorna 

A1 hade ej fått tillsats av slam eller NPK. När mängden kväve mättes togs 20 stick per prov i 

skiktet 0 - 30 cm och 10 stick per prov i skiktet 30 - 60 cm. Provmängden för kväveanalysen 

var 0,5 - 1 liter jord per prov. 

Tabell 2. Mängden kväve i marken vid två olika djup för rutorna A1 och C1. A1 har inte fått tillsats av slam 

eller NPK, medan C1 har fått tillsats av slam.  

Provtagningsplats Ruta Djup (cm)  Kväve (kg/ha) 

Petersborg A1 0 - 30 17 

Petersborg A1 30 - 60 16 

Petersborg C1 0 - 30 20 

Petersborg C1 30 - 60 35 

Igelösa A1 0 - 30 27 

Igelösa A1 30 - 60 23 

Igelösa C1 0 - 30 57 

Igelösa C1 30 - 60 34 



24 

 

 

3.2 Aktivitetsmätning för potentiell denitrifikation och N2O-produktion 

Två aktivitetsmätningar gjordes, en för att mäta potentiell denitrifikationsaktivitet (PDA) och 

en för att mäta potentiell produktion av lustgas (N2O) i jorden. Vid båda mätningar 

inkuberades jorden med substrat som innehöll KNO3, glukos, natriumacetat och 

natriumsuccinat, och reaktionen fick pågå i tre timmar. Båda aktivitetsmätningar mätte 

reaktionshastigheten för produktion av N2O, men vid mätning av PDA inhiberades den 

efterföljande reduktionen av N2O till kvävgas (N2) (reaktion 9). Enzymet som inhiberades var 

NOS och det gjordes genom att acetylen tillsattes. Det ledde till att all N2O som annars skulle 

övergått till N2 förblev N2O. Till följd av detta mättes vid PDA både den N2O som skulle ha 

reducerats till N2 och mängden N2O som inte skulle ha omvandlats. Därför antogs den 

uppmätta reaktionshastigheten vid PDA motsvara reaktionshastigheten för bildandet av både 

N2O och N2. Vid aktivitetsmätningen för potentiell produktion av N2O tillsattes inte acetylen, 

vilket resulterade i att både N2O och N2 bildades. Den uppmätta reaktionshastigheten för 

produktion av N2O representerade i detta fall alltså endast produktion av N2O när det är 

slutprodukt i processen. 

Aktivitetsmätningarna av jordproverna gjordes med en teknik som använder sig av inhibition 

med acetylen och baseras på protokollet från Pell et al. (1996). För varje prov vägdes 10 g 

våtvikt jord upp i en 100 ml gastät flaska och 20 ml destillerat vatten tillsattes. Luften i 

flaskorna byttes ut mot 1 atm N2 för att få en syrefri miljö. Därefter ställdes flaskorna på 

skakbord med 170 rpm i 30 minuter i 25 °C. 10 ml acetylen, vilket var ekvivalent med 10 % 

(vol/vol) av gasutrymmet, tillsattes till proverna som skulle användas för att mäta potentiell 

denitrifikation. Acetylen tillsattes för att inhibera aktiviteten hos NosZ. Till proverna som 

skulle användas för att mäta potentiell N2O-produktion tillsattes ingen acetylen. 1 ml substrat 

injicerades i varje flaska till en slutkoncentration på 3 mM KNO3, 1 mM glukos, 3 mM 

natriumacetat och 1,5 mM natriumsuccinat. Proverna inkuberas på skakbord med 170 rpm i 

25 °C grader i 180 minuter. Var trettionde minut togs 0,5 ml gas till N2O-analys från varje 

prov. Totalt togs sex gasprover för varje prov under aktivitetsmätningen. Koncentrationen 

N2O i varje prov bestämdes med gaskromatografen Perkin Elmer Clarus 500 med 

TurboMatrix 110 headspace autosampler. Hastigheten för ackumulering av N2O bestämdes 

med icke-linjär regression på det sätt som beskrivs av Pell et al. (1996). Förhållandet mellan 

slutprodukterna bestämdes genom att beräkna förhållandet mellan hastigheten för potentiell 

N2O-produktion (r(N2O)) och hastigheten för potentiell denitrifikation (r(N2O+N2)) från 

proverna utan respektive med acetylen (ekvation 10).   

𝐹ö𝑟ℎå𝑙𝑙𝑎𝑛𝑑𝑒 𝑚𝑒𝑙𝑙𝑎𝑛 𝑠𝑙𝑢𝑡𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑘𝑡𝑒𝑟 =  
𝑟(𝑁2𝑂)

𝑟(𝑁2𝑂+ 𝑁2)
   (10) 
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3.3 DNA-extraktion 

DNA-extraktionen gjordes med ett NucleoSpin® Soil-paket från Macherey-Nagel som 

använder sig av mekanisk lysering med hjälp av keramikkulor. Användarmanualen för paketet 

(Macherey-Nagel 2015) följdes med några få undantag. Lyseringsbuffert SL1 utan Enhancer 

SX användes för alla prover. Lysering av cellerna gjordes med homogeniseringsinstrumentet 

Precellus 24, med inställningen 5 000 rpm i 30 sekunder, istället för att vortexa proverna i 5 

minuter. I stegen där DNA:t binds till en kolonn och sedan tvättas med bindningsbuffert SB 

och därefter tvättbuffertarna SW1 och SW2 användes en Nucleovac 24 Vacuum Manifold 

från Macherey-Nagel, som använder vakuum för att suga bort vätskan, istället för 

centrifugering. Det extraherade DNA:t förvarades efter extraktionen i -20 °C. 

Kvaliteten på det extraherade DNA:t analyserades inte för varje enskilt prov utan det antogs 

att kvaliteten var densamma för allt DNA som hade extraherats med samma lyseringsbuffert. 

Kvaliteten mättes med NanoDrop ND-1000. Vid mätning analyserades DNA-extrakten för att 

få förhållandet mellan absorbansen vid våglängderna 260 nm och 280 nm samt 260 nm och 

230 nm. Kvoten A260/A280 används för att bedöma om det finns kontamination av protein eller 

andra ämnen som absorberar ljus vid våglängden 280. Ett prov med DNA antas vara rent om 

värdet för A260/A280 ligger runt 1,8 (ThermoFisher Scientific 2020a). Det ideala värdet på 

kvoten A260/A230 är över 2,0, men kvoten är acceptabel om den är större än 1,5. Om den är 

lägre indikerar det att det finns orenheter, som till exempel humussyror, proteiner eller 

sackarider, i provet (Macherey-Nagel 2015).   

För alla prover analyserades det extraherade DNA:t, efter upptining från -20 °C till 

rumstemperatur, med gelelektrofores och koncentrationen mättes med Qubit® 2.0 

Fluorometer. Qubit® 2.0 Fluorometer mäter med hög noggrannhet och känslighet mängden 

DNA i ett prov genom att den fluorescerande färg som används endast kan skicka ut en 

fluorescenssignal då den är bunden till dubbelsträngat DNA (ThermoFisher Scientific 2020b). 

Mätningen av DNA-koncentrationen gjordes med Qubit dsDNA BR Assay Kit, som mäter 

DNA-koncentrationen över ett brett spektrum, och 2 µl DNA-extrakt användes för 

mätningarna. Från den uppmätta koncentrationen beräknades den totala mängden DNA som 

fanns i varje prov med ekvation 11.  

𝑚𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑡 𝐷𝑁𝐴 = 𝑐𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎ℎ𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐷𝑁𝐴  ∙  𝑉𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎ℎ𝑒𝑟𝑎𝑡 𝐷𝑁𝐴   (11)  

Det extraherade DNA:t späddes ut med low EDTA 1x TE-buffert (pH 8,0) till 

koncentrationen 5 ng/µl och volymen 100 µl och förvarades därefter i -20 °C. Det extraherade 

och utspädda DNA:t användes både till sekvensering av 16S rRNA-genen och till qPCR av 

markörgener. 
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3.4 Kvantifiering av markörgener med qPCR 

qPCR av markörgener för denitrifierande och nitrifierande reaktioner gjordes för att 

undersöka antalet genkopior som fanns av dessa i jorden. De denitrifierande markörgenerna 

som kvantifierades var nirS, nirK, nosZI och nosZII och de nitrifierande markörgenerna var 

amoA hos AOA och AOB. Utöver dessa gener kvantifierades även 16S rRNA-genen. I qPCR 

följs amplifieringen av DNA för varje cykel genom att reaktionsblandningen innehåller 

fluorescerande färg som skickar ut en signal när det binder till dubbelsträngat DNA. 

Resultatet från varje qPCR-körning ger ett Cq-värde som berättar i vilken cykel den 

fluorescerande signalen är tillräckligt stark för att detekteras. För att kunna relatera Cq-värdet 

till det initiala antalet genkopior kördes standarder med ett känt antal genkopior i samma 

körning. 

3.4.1 Inhibitionstest 

Innan qPCR görs på ett prov är det viktigt att undersöka om det finns inhibitorer, som 

humussyror och polysackarider, i proverna som påverkar kvaliteten på amplifikationen av 

DNA:t. Om så är fallet kan DNA-proverna behöva spädas ut ytterligare innan kvantifieringen, 

annars finns risk att antalet genkopior underskattas. Ett inhibitionstest gjordes för alla prover 

innan markörgenerna kvantifierades. I testet jämfördes amplifieringen av en del av en plasmid 

(pCR™4-TOPO®, Life Technologies 2015) vid tillsats av vatten till reaktionen med vid 

tillsats av DNA-extrakt från jordprov till reaktionen. Körningar som hade fått tillsats av vatten 

fungerade som kontroll eftersom det där helt säkert inte förekom inhibering. Genom att titta 

på i vilken cykel fluorescenssignalen detekterades för reaktionerna med vatten jämfört med 

reaktionerna med DNA-extrakt från jordprov var det möjligt att upptäcka om inhibition 

förekom i någon av proverna. En reaktion gjordes för varje prov och 16 med positiva 

kontroller som innehöll vatten. Instrumentet som användes var Bio-Rad CFX Connect Real-

Time System. Det använda programmet och reagensblandningen visas i Appendix A. 

Primrarna som användes var M13F och M13R (Life Technologies 2015) och även 

sekvenserna för dessa visas i Appendix A. Testet visade att det inte fanns betydande 

inhibition och därför späddes proverna inte ut ytterligare. 

3.4.2 qPCR av markörgener 

För alla qPCR-körningar användes instrumentet Bio-Rad CFX Connect Real-Time System 

och för alla gener tillsattes 10 ng DNA till qPCR-brunnarna. Den fluorescerande färgen som 

användes var SYBR Green I dye. Protokoll över reagenser som användes för kvantifiering av 

markörgener och 16S-genen finns i Appendix A. De primrar som användes var 515F (Parada 

et al. 2016) och 926R (Quince et al. 2011) för 16S, 1840F och 2090R för nosZI (Henry et al. 

2006), nosZ-II_F och nosZ-II_R för nosZII (Jones et al. 2013), cd3aFm och R3cdm för nirS 

(Throbäck et al. 2004), 876F (Braker et al. 1998) och 1040R (Hallin & Lindgren 1999) för 

nirK, CrenamoA23f och CrenamoA616R för amoA i AOA (Tourna et al. 2008) och amoA-1F 

och amoA-2R för amoA i AOB (Rotthauwe et al. 1997). De fullständiga primersekvenserna 

visas i Appendix A. 
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Standarder gjordes samma dag som varje qPCR-reaktion kördes genom att en spädningsserie 

blandades från en lösning med 4 µl som innehöll 0,5∙109 genkopior av den markörgen som 

kvantifierades. Spädningsserien blandades så att åtta lösningar med antalet genkopior 0,5∙108, 

0,5∙107, 0,5∙106, 0,5∙105, 0,5∙104, 0,5∙103, 0,5∙102 respektive 0,5∙101 erhölls. Spädningen 

gjordes med low EDTA 1x TE-buffert (pH 8,0). För alla gener utom 16S användes 

standarderna med 0,5∙107 - 0,5∙101 genkopior. För 16S användes istället 0,5∙108 - 0,5∙102 

eftersom antalet genkopior av 16S var högre än för de övriga generna. Två replikat kördes av 

varje standard för alla reaktioner. 

Kvantifieringen av varje gen gjordes med minst två qPCR-körningar och för att resultaten av 

dessa skulle anses trovärdiga krävdes att Cq-värdena för varje prov inte skiljde mer än en 

cykel mellan körningarna. Eftersom detta inte uppfylldes för alla gener gjordes nya qPCR-

körningar för dem. Det Cq-värde som användes för att beräkna det initiala antalet genkopior 

var ett medelvärde av de två körningarna. För den ena körningen av varje gen gjordes en 

smältkurva. Resultatet från den andra körningen analyserades med gelelektrofores för att se 

hur långt det amplifierade fragmentet var.  

Eftersom Cq-värdena för standarderna skiljde sig lite mellan olika qPCR-körningar för 

samma gen gjordes en gemensam standardkurva med Cq-värden hos standarder från alla 

qPCR-körningar. När standardkurvan beräknades exkluderades vissa punkter som ansågs vara 

för avvikande. Med hjälp av standardkurvan beräknades därefter det initiala antalet genkopior 

för varje prov enligt ekvation 12. Cq-värdet som användes var medelvärdet av två körningar. 

𝑔𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑜𝑟

𝑟𝑒𝑎𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛
= 10

(𝐶𝑞− 
𝑠𝑘ä𝑟𝑛𝑖𝑛𝑔𝑠𝑝𝑢𝑛𝑘𝑡

𝑙𝑢𝑡𝑛𝑖𝑛𝑔
)
      (12)

    

Eftersom det fanns 10 ng DNA i varje reaktion erhölls antalet genkopior per ng DNA genom 

att dela antalet genkopior per reaktion med 10 enligt ekvation 13.  

𝑔𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑜𝑟

𝑛𝑔 𝐷𝑁𝐴
=

𝑔𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑜𝑟

𝑟𝑒𝑎𝑘𝑡𝑖𝑜𝑛

10
       (13) 

Slutligen beräknades antalet genkopior per torrsubstans jord med ekvation 14, med hjälp av 

ekvation 11 och 13. 

𝑔𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑜𝑟

𝑚𝑗𝑜𝑟𝑑 (𝑡𝑠)
=
𝑔𝑒𝑛𝑘𝑜𝑝𝑖𝑜𝑟

𝑛𝑔 𝐷𝑁𝐴
∙
𝑚𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑡 𝐷𝑁𝐴

𝑚𝑗𝑜𝑟𝑑 (𝑡𝑠)
     (14) 

3.5 Förberedelse inför sekvensering av 16S rRNA-genen 

Sekvensering av V4-V5-området på 16S rRNA-genen genomfördes med Illumina MiSeq. 

Som förberedelse inför sekvenseringen genomgick proverna tvåstegs-PCR där det första 

steget syftade till att amplifiera 16S-genen. För detta steg användes primrarna 515F och 926R 
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(se Appendix A) som utöver sekvensen som krävs för amplifiering av 16S rRNA-genen också 

innehöll sekvenseringsadaptrar som är specifika för Illumina-sekvensering. 

Reagensblandingen som användes till reaktionen visas i tabell 3. Först blandades vatten, 2x 

Phusion, BSA och de två primrarna. 2x Phusion innehåller DNA-polymeras, nukleotider och 

optimerad reaktionsbuffert med MgCl2 som krävs för reaktionen (Thermo Scientific 2011). 

BSA står för bovint serumalbumin och används i PCR-reaktioner för att stabilisera enzymer 

och öka amplifieringen av DNA:t (Thermo Scientific 2017). 13 µl av blandningen 

portionerades ut i varje brunn och därefter tillsattes 2 µl DNA-templat eller 2 µl kontroll till 

brunnarna. Två positiva och två negativa kontroller användes i körningen. Som positiv 

kontroll användes extraherad DNA från Pseudomonas fluorescens och som negativ kontroll 

användes vatten. 

Tabell 3. Protokoll för reagensblandningen som användes till det första PCR-steget inför sekvenseringen av 16S 

rRNA-genen. I varje brunn tillsattes antingen 2 µl DNA-templat (5ng/µl), 2 µl negativ kontroll eller 2 µl positiv 

kontroll. 

Reagens Koncentration Volym för 1 reaktion (µl) 

Vatten - 4 

2x Phusion  1x 7,5 

BSA (20 ng/µl) 1 μg/μl 0,75 

Primer 515F Illumina (10 µM) 0,25 µM 0,375 

Primer 926R Illumina (10 µM) 0,25 µM 0,375 

DNA-templat (5 ng/µl)/kontroll 10 ng/- 2 

Volym per brunn - 15 

 

PCR-instrumentet som användes var SimpliAmp Thermal Cycler och det använda 

programmet visas i tabell 4. Två PCR-reaktioner gjordes för varje prov på samma PCR-platta. 

Efter amplifieringen hälldes produkterna från de två reaktionerna för varje prov ihop. 

Kvaliteten på det amplifierade DNA:t kontrollerades på en agarosgel och rening av PCR-

produkten gjordes med Sera-Mag™ Select magnetic beads. För reningen följdes arbetsgången 

i användarmanualen för Sera-Mag™ Select (GE Healthcare, 2018).  

Tabell 4. Program för den första PCR-reaktionen som gjordes inför sekvenseringen av 16S rRNA-genen. 

Reaktionen gjordes för att amplifiera 16S rRNA-genen och addera sekvenseringsadaptrar som krävs för 

Illumina-sekvensering. 

 Steg 1 Steg 2 Steg 3 

Temperatur (°C) 98,0 98,0 50,0 72,0 72,0 4,0 

Tid (sek) 180 15  30  30  600 ∞ 

Antal gånger 1x 25x 1x 

 

I den andra PCR-reaktionen användes olika kombinationer av märkta primrar för varje prov 

så att vart och ett fick en unik streckkod. Att varje prov har en unik streckkod är nödvändigt 

för att det ska gå att veta vilka sekvenser som kommer från varje prov. Reagensblandningen 

som användes för PCR-reaktionen visas i tabell 5. Först blandades vatten, 2x Phusion och 
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BSA och 21 µl av blandningen portionerades ut i varje brunn. Eftersom olika kombinationer 

av primrar användes till varje prov så tillsattes primrarna, liksom den renade produkten från 

första PCR-reaktionen och kontrollerna, direkt till brunnarna. 

Tabell 5. Protokoll för reagensblandningen som användes till det andra PCR-steget inför sekvenseringen av 16S 

rRNA-genen. 

Reagens Koncentration Volym för 1 reaktion (µl) 

Vatten - 4,5 

2x Phusion  1x 15 

BSA (20 ng/µl) 1 μg/μl 1,5 

Märkt primer F (2 µM) 0,2 µM 3 

Märkt primer R (2 µM) 0,2 µM 3 

Renad DNA-produkt steg 1/kontroll - 3 

Volym per brunn - 30 

 

Instrumentet SimpliAmp Thermal Cycler användes även till det andra PCR-steget och det 

program som användes liknande det i tabell 4, med vissa modifikationer. I steg 2 kördes 

endast 8 cykler och temperaturerna var 98 °C i 30 sekunder, 55 °C i 30 sekunder och 72 °C i 

40 sekunder. I steg 3 hölls 72 °C i 300 sekunder. Även i detta steg kördes två reaktioner för 

varje prov, vilkas produkter efter reaktionen hälldes ihop. PCR-produkterna analyserades på 

agarosgel och renades därefter med Sera-Mag™ Select. Koncentrationen av den rena PCR-

produkten för varje prov analyserades med Qubit® 2.0 Fluorometer. För detta användes 

dsDNA HS (high sensitivity) Assay kit och 2 µl prov. Alla 32 prover hälldes ihop i ett 1,5 ml 

eppendorfrör så att 100 ng DNA från varje prov fanns i röret. Kvaliteten på det skapade 

DNA-biblioteket i röret analyserades med Bioanalyzer från Agilent. Sekvenseringen 

genomfördes med Illumina MiSeq-platformen (Illumina Inc, CA, USA) med 2 x 250 bp 

paired end chemitry. 

3.5.1 Bearbetning av sekvenser och gruppering av OTU 

För att bearbeta och organisera sekvenserna av 16S rRNA-genen användes FASTX-Toolkit 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit). Paired-end-sekvenserna sammanfogades med PEAR 

(Zhang et al. 2014). USEARCH v8.0 användes för att filtrera de sammanfogade sekvenserna 

baserat på kvalitet (Edgar 2010, Edgar & Flyvbjerg 2015) med 1 som maximalt förväntat 

felvärde. Därefter användes VSEARCH (Rognes et al. 2016) för att sammanfoga sekvenser 

på följande sätt: Duplikat togs bort för identiska sekvenser och datasetet sammanfogades 

sedan med en likhet på 0,98. Chimera-sekvenser filtrerades ut med de-novodetektion med 

UCHIME-algoritmen. Kluster (OTU) med färre än två sekvenser togs bort och de 

ursprungliga sekvenserna kopplades ihop med resterande kluster. Med 7 499 344 sekvenser 

erhölls 12 262 OTU:er. OTU står för Operational Taxonomical Unit och betecknar ett kluster 

av organismer som har grupperats ihop baserat på likhet i DNA-sekvens av en specifik 

taxonomisk markörgen, i detta fall 16S rRNA-genen. De OTU:er som erhölls tilldelades en 

taxonomisk rank med hjälp av SINA (Pruesse et al. 2012) med SILVA (release 

http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit
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SSURef_NR99_138_05_01_20), som är en icke-redundant referensdatabas. Silva-taxonomi 

användes. OTU:er som klassificerades som ”Chloroplast” eller ”Mitochondria” (242 OUT:er 

med 14 128 sekvenser) togs bort från datasetet. Rarefication av datasetet gjordes på ett djup 

av 61 742 sekvenser, vilket resulterade i det slutgiltiga datasetet med 11 641 OTU:er och 

totalt 1 975 776 sekvenser, som användes för ytterligare analyser.   

3.6 Analys av data 

Variansanalys av qPCR-data och data från aktivitetsmätningarna genomfördes. Detta gjorde 

för att avgöra om skillnaderna mellan grupper av jordprover som har tagits på olika platser 

och behandlats med olika mängd slamtillförsel och näringsämnen var signifikant eller inte. 

Den variansanalys som genomfördes var två-vägs-ANOVA, där de två faktorerna som 

undersöktes var behandling och försöksplats. För qPCR-datan var den beroende variabeln 

abundans av markörgener, och för aktivitetsdatan var den beroende variabeln den observerade 

reaktionshastigheten i jorden. Nollhypotesen, H0, för qPCR-datan sattes till att det inte finns 

någon skillnad på abundans av markörgener beroende på behandling eller vilken plats jorden 

var hämtad från. För aktivitetsdatan ansattes nollhypotesen, H0, som ingen skillnad i 

reaktionshastighet beroende på behandling eller vilken plats jorden var hämtad från. 

Konfidensnivån sattes till 95 % (α = 0,05) för alla variansanalyser, vilket innebär att för att en 

skillnad ska anses som signifikant ska sannolikheten att den har uppkommit slumpmässigt 

vara mindre än 0,05. Variansanalysen gjordes i R. Innan den genomfördes undersöktes att 

datan uppfyllde följande villkor: 

1. Data måste vara oberoende och normalfördelad.  

2. Variansen är homogen mellan grupper. 

3. Residualerna är normalfördelade. 

4. Data är klassificerad korrekt. 

5. Huvudeffekterna som undersöks ska vara additiva. 

Residualernas spridning undersöktes med en normal-QQ-plot och med Shapiro-Wilks 

normalitetstest innan två-vägs-ANOVAn. För att undersöka om variansen var homogen 

mellan grupper gjordes Levene’s test. Om datan inte uppfyllde något av villkoren 

transformerades den. Reaktionshastigheterna för N2O-produktion och värdena för förhållandet 

mellan slutprodukterna för aktivitetsmätningarna logaritmerades. Datan för antalet genkopior 

16S och nirS per gram torrsubstans jord uppfyllde inte både Shapiro-Wilks normalitetstest 

och Levene’s test efter någon transformation. Det beslutades att använda de transformationer 

som var närmast att uppfylla villkoren. För 16S logaritmerades datan och för nirS gjordes en 

kvadratrotstransformering. Från varje variansanalys erhölls ett F-värde, som beräknas genom 

att dela mellangruppsvariansen på inomgruppsvariansen. Ju större värde på F, desto större var 

alltså skillnaden mellan grupperna. Variansanalysen gav också ett P-värde, som om det var 

under 0,05 visade på en signifikant skillnad. Om resultatet av variansanalysen visade på en 

signifikant skillnad mellan behandlingsmetoder genomfördes även Tukey’s test för att se 

mellan vilka grupper av prover det fanns en signifikant skillnad. I Tukey’s test jämförs 

medelvärdena för alla behandlingar med medelvärdena för alla andra behandlingar. 
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Korrelationsanalyser gjordes mellan de uppmätta reaktionshastigheterna och nirS, nirK, nosZI 

och nosZII. Utöver detta gjordes även en korrelationsanalys för förhållandet mellan 

slutprodukter av aktivitetsmätningarna (r(N2O)/r(N2O + N2)) och abundans av nir-gener 

(nirS + nirK), abundans av nos-gener (nosZI + nosZII) samt för förhållandet mellan abundans 

av nir-gener och abundans av nos-gener ((nirS + nirK)/(nosZI + nosZII)). I ett korrelationstest 

mäts hur stark associationerna mellan två variabler är samt om förhållandet är positivt eller 

negativt. Testet ger en korrelationskoefficient som har ett värde mellan -1 och +1. En 

korrelationskoefficient på -1 står för en perfekt negativ korrelation, värdet 0 visar att ingen 

korrelation finns och en koefficient på +1 visar en perfekt positiv korrelation. Eftersom inte 

all data uppfyllde normalfördelning, som krävs för Pearsons korrelationstest, användes 

Kendalls rangkorrelationstest för korrelationsanalyserna. Korrelationskoefficienten i Kendalls 

rangkorrelationstest kallas för Kendalls τ. 

För att analysera sekvenseringsdatan användes Rstudio (R Core Team) och paketen Vegan  

(Oksanen et al., 2016) och Phyloseq (McMurdie & Holmes 2013). Non-metric 

multidimensional scaling (NMDS, R-funktion metaMDS) av Bray-Curtis-avstånd, skapade 

med OTU-antal, utfördes för att studera skillnader i sammansättning av mikrobsamhällen. 

NMDS är en metod som används för att, på ett så korrekt sätt som möjligt, visualisera den 

ursprungliga skillnaden i OTU-antal mellan prover i ett reducerat antal dimensioner istället 

för i ett flertal dimensioner. I den NMDS som gjordes för att representera skillnaden i 

mikrobsamhälle reducerades antalet dimensioner till två. När en NMDS-figur görs fås ett 

stress-värde som anger skillnaden mellan avstånden i modellen med reducerade dimensioner 

jämfört med avstånden i den ursprungliga dimensionen. Ju lägre stress-värde, desto bättre 

representerar modellen den ursprungliga datan. En modell som har ett stress-värde lägre än 

0,2 är acceptabel, en modell som har ett värde mindre än 0,1 är bra och ett stressvärde mindre 

än 0,05 är perfekt.  

PERMANOVA (R-funktion adonis) och Multiple Response Permutation Procedure 

(Rfunktion mrpp) användes för att testa den statistiska signifikansen hos skillnader mellan 

grupper av jordprover. PERMANOVA är en variansanalys som görs för att bedöma om 

skillnaden mellan olika grupper är signifikant eller inte beroende på specifika faktorer, men 

används till skillnad från ANOVA i multivariat dataanalys. MRPP användes för att testa om 

det fanns signifikanta skillnader mellan grupper som hade fått olika behandlingar. 

Konfidensnivån sattes för både PERMANOVA och MRPP till 95 % (α = 0,05). Vektorer med 

variablerna genabundans och potentiella aktiviteter anpassades till ordinationerna för 

mikrobsamhället (R-funktion envfit) och signifikansen testades baserat på 999 permutationer.  
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4 Resultat 

4.1 Aktivitetsanalyser 

Aktivitetsanalyser av potentiell denitrifikationsaktivitet (PDA) och N2O-produktion gjordes 

för att studera om det fanns skillnader i aktiviteterna mellan försöksplatserna och 

behandlingsmetoderna (Tabell 6). För båda reaktionshastigheter och för förhållandet mellan 

slutprodukter fanns det en signifikant skillnad mellan prover från Petersborg jämfört med från 

Igelösa. Både reaktionshastigheten för potentiell denitrifikation och för N2O-produktion var 

högre i proverna från Igelösa jämfört med från Petersborg. För potentiell N2O-produktion gav 

variansanalysen även en signifikant skillnad som beror på interaktionen mellan behandling 

och plats.  

Tabell 6. Resultat av variansanalys för reaktionshastigheter från PDA och mätning av N2O-produktion, samt för 

förhållandet mellan slutprodukterna, för de två faktorerna behandling och plats.  

Beroende variabel Faktor Frihetsgrader F-värde P-värde 

PDA (r(N2O+N2)) Behandling 3 1,7270     -     

Plats 1 113,4518 *** 

Behandling:Plats 3 0,6515     -     

N2O-produktion 

(r(N2O)) 

Behandling 3 2,0085    -     

Plats 1 72,8117 *** 

 
Behandling:Plats 3 4,1940    *   

Förhållande mellan 

slutprodukter 

(r(N2O)/r(N2O+N2)) 

Behandling 3 0,3457 - 

Plats 1 11,6384 ** 

 
Behandling:Plats 3 2,0362 -    

P <0,001 ***, 0,001< P <0,01 **, 0,01< P <0,05 *, ej signifikant P-värde -   

Förhållandet mellan potentiell N2O-produktion (r(N2O)) och potentiell denitrifikation (r(N2O 

+ N2)) var mindre än ett för majoriteten av alla prover (Figur 3). Det innebär att inte all N2O 

som bildas vid denitrifikationen förblir N2O, utan en del övergår i N2. Förhållandet var dock 

snäppet högre för prover från Petersborg jämfört med prover från Igelösa, vilket innebär att 

det i Petersborg verkar vara en mindre andel av N2O som omvandlas till N2.  
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Figur 3. Låddiagram över reaktionshastigheter för potentiell denitrifikation och potentiell N2O-produktion samt 

över förhållandet mellan slutprodukter från de två reaktionerna. Färgen visar om NPK har tillsats eller inte. Full 

tillsats av slam representerar tillsats av 12 ton torrsubstans slam per hektar var fjärde år, medan halv tillsats av 

slam representerar tillsats av 4 ton torrsubstans slam per hektar var fjärde år. 

4.2 Kvantifiering av mikroorganismer 

Markörgenerna amoA-AOA, amoA-AOB, nirS, nirK, nosZI och nosZII samt 16S rRNA-genen 

kvantifierades med qPCR för att studera om det fanns skillnader i abundanser av generna 

mellan försöksplatser och behandlingsmetod. För alla gener utom 16S kan konstateras att det 

fanns en signifikant skillnad i abundans mellan proverna som är tagna från Igelösa jämfört 

med från Petersborg (Tabell 7). Däremot framkom ingen signifikant skillnad i abundans 

mellan grupper av prover som har utsatts för olika behandling. 
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Tabell 7. Resultat av variansanalys för antalet genkopior per gram torrsubstans av jord för de olika faktorerna 

behandling och plats för generna 16S, amoA-AOA, amoA-AOB, nirS, nirK, nosZI och nosZII.  

Beroende 

variabel 

Faktor Frihetsgrader F-värde P-värde 

16S Behandling 3 1,81 - 

 Plats 1 0,63 - 

 Behandling:Plats 3 1,10 - 

amoA-AOA Behandling 3 0,72 -   

 Plats 1 5,72 * 

 Behandling:Plats 3 0,24 - 

amoA-AOB Behandling 3 2.05 -     

 Plats 1 19.76 *** 

 Behandling:Plats 3 1.12 -     

nirK Behandling 3 0,24 -    

 Plats 1 10,72 ** 

 Behandling:Plats 3 0,60 -    

nirS Behandling 3 0,48     -     

 Plats 1 110,62 *** 

 Behandling:Plats 3 0,65     -     

nosZI Behandling 3 0.0997     -     

 Plats 1 22.22 *** 

 
 Behandling:Plats 3 2.76     - 

nosZII Behandling 3 1.73     -     

 Plats 1 31.57 *** 

 Behandling:Plats 3 0.77     - 

P <0,001 ***, 0,001< P <0,01 **, 0,01< P <0,05 *, ej signifikant P-värde -   

Det var generellt högre abundans av markörgenerna i jorden från Igelösa än i jorden från 

Petersborg för både gener kopplade till nitrifikation och denitrifikation (Figur 4). 

Kvantifieringen av markörgener visade att förekomsten av amoA-AOA och amoA-AOB var 

relativt likartad för de flesta prover och låg ungefär mellan 2,5∙106 och 7,5∙106. Ur figur 4 kan 

även avläsas att nirK hade en något högre abundans än nirS för majoriteten av proverna. 

Kvantifieringen av nosZI och nosZII visar att nosZII hade betydligt högre abundans än nosZI. 

Antalet genkopior per gram jord (ts) låg för nosZI ungefär mellan 2∙106 och 6∙106 jämfört med 

1∙107 och 3∙107 för nosZII. 
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Figur 4. Låddiagram över antal genkopior per gram torrsubstans av jord för amoA-AOA, amoA-AOB, nirS, 

nirK, nosZI och nosZII. 

Förhållandet mellan abundans av nir-gener (nirS + nirK) och nos-gener (nosZI + nosZII) samt 

förhållandet mellan AOB och AOA beräknades för att undersöka om det fanns en signifikant 

skillnad för något av dessa förhållanden mellan prover som hade fått olika behandling eller 
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tagits från olika platser (Tabell 8). För förhållandet nir/nos finns en signifikant skillnad mellan 

jordprover från olika fält. För förhållandet AOB/AOA fanns signifikanta skillnader för både 

faktorn behandling och plats, samt för interaktionen mellan behandling och plats.  

Tabell 8. Resultat av variansanalys för förhållandet mellan nir-gener och nosZ-gener och för förhållandet mellan 

amoA-AOB och amoA-AOA för faktorerna behandling och plats. 

Beroende variabel Faktor Frihetsgrader F-värde P-värde 

Förhållande nir/nos Behandling 3 1,3737 -    

Plats 1 8,8157 ** 

Behandling:Plats 3 0,6231 - 

Förhållande 

AOB/AOA 

Behandling 3 22,0268 *** 

Plats 1 11,1059   ** 

Behandling:Plats 3 3,6029   * 

P <0,001 ***, 0,001< P <0,01 **, 0,01< P <0,05 *   

För förhållandet AOB/AOA var det en signifikant skillnad mellan gruppen av prover som 

endast hade fått tillsats av NPK och gruppen av prover som endast hade fått tillsats av slam i 

både Petersborg och Igelösa (Tabell 9). Bland proverna från Petersborg var gruppen som 

endast hade fått tillsats av slam signifikant skild från alla de tre övriga grupperna, vilket inte 

var fallet för proverna från Igelösa. 

Table 9. Resultat av Tukey's test för AOB/AOA. Mellan grupper som har olika bokstäver finns en signifikant 

skillnad (P < 0,05).  

Plats Slam NPK Förhållande 

AOB/AOA 

Petersborg Full Ingen c 

Petersborg Full Full a 

Petersborg Halv Full ab 

Petersborg Ingen Full ab 

Igelösa Full Ingen b 

Igelösa Full Full ab 

Igelösa Halv Full ab 

Igelösa Ingen Full a 

 

Förhållandet nir/nos var för majoriteten av proverna större än ett, vilket innebär att det i 

nästan alla prover finns fler av de nitritreducerande generna nirS och nirK än de N2O-

reducerande nosZI och nosZII (Figur 5). Förhållandet nir/nos var generellt högre för 
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jordprover från Igelösa än de från Petersborg. Det fanns därmed fler nitratreducerare, som 

bidrar till bildandet av N2O, i förhållande till N2O-reducerare i proverna från Igelösa än i 

proverna från Petersborg. Förhållandet AOB/AOA ligger något över ett för alla prover som 

har fått tillsats av NPK, oavsett om de kommer från Petersborg eller Igelösa. Däremot är 

förhållandet för proverna som inte har fått tillsats av NPK betydligt lägre. För Igelösa var det 

ca 0,9 och för Petersborg ca 0,5. Det innebär att för prover som inte har fått tillsats av NPK, 

utan endast tillsats av slam, förekommer ammoniakoxiderande arkéer i högre grad än 

ammoniakoxiderande bakterier. 

 

Figur 5. Låddiagram över förhållandet mellan nir-gener och nosZ-gener och för förhållandet mellan amoA-AOB 

och amoA-AOA för faktorerna behandling och plats. 

4.3 Korrelationer mellan PDA och abundans av markörgener 

Resultaten av Kendalls rangkorrelationstest, som gjordes för att undersöka korrelationer 

mellan reaktionsaktivitet och abundans av denitrifierande markörgener, visas i tabell 10. Det 

fanns signifikanta korrelationer mellan potentiell denitrifikationshastighet och alla de fyra 

undersökta generna, men korrelationen var starkast för nirS. N2O-produktion korrelerade 

också signifikant med alla fyra gener. Här var de starkaste korrelationerna de mellan N2O-

produktion och nirS samt nosZI. Korrelationskoefficienten var starkast för nosZI.  
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Tabell 10. Korrelationer mellan reaktionshastigheter och abundans av markörgener beräknade med Kendalls 

rangkorrelationstest.  

Variabel 1 Variabel 2 Korrelationskoefficient 

(Kendalls τ) 

P-värde 

PDA nirS 0,46  

 

*** 

*** 
PDA nirK 0,25  

 

* 

PDA nirS + nirK 0,38 

 

** 

PDA nosZI 0,34 ** 

PDA nosZII 0,39 ** 

N2O-produktion nirS 0,46 *** 

N2O-produktion nirK 0,31 * 

N2O-produktion nosZI 0,48 *** 

N2O-produktion nosZII 0,33  ** 

N2O-produktion nosZI + nosZII 0,39  

 

** 

N2O-produktion/PDA nir/nos - 0,012  

 

- 

 
N2O-produktion/PDA nirS + nirK -0,17 

 

- 

N2O-produktion/PDA nosZI + nosZII -0,29 

 

* 

P <0,001 ***, 0,001< P <0,01 **, 0,01< P <0,05 *   

4.4 Analys av mikrobsamhället 

Sekvensen V4-V5 i 16S-rRNA-genen sekvenserades för att studera effekter av tillsats av NPK 

och slam på mikrobsamhällena i jorden. I tabell 11 visas resultat från den PERMANOVA 

som gjordes för att ta reda på om sammansättningen av mikrobsamhället i marken påverkades 

signifikant av behandling eller plats. Resultatet av variansanalysen säger oss att både 

skillnaden mellan jordprover som har fått olika behandling och skillnaden mellan jordprover 

som har tagits från olika platser är signifikanta. Dock framkommer att interaktionen mellan 

behandling och plats inte har något signifikant påverkan. 

Tabell 11. Resultat från PERMANOVA för den beroende variabeln sammansättning av mikrobsamhälle för 

faktorerna behandling och plats. 

Beroende 

variabel 

Faktor Frihetsgrader F-värde P-värde 

Sammansättning 

av 

mikrobsamhälle 

Behandling 3 2,54 ** 

Plats 1 21,57 *** 

Behandling:Plats 3 1,33 - 

P <0,001 ***, 0,001< P <0,01 **, 0,01< P <0,05 *   
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Utöver variansanalys genomfördes även en MRPP-analys på den sekvenserade datan för att 

bestämma mellan vilka grupper av prover som skillnaden i sammansättning av 

mikrobsamhällen var signifikant. Resultatet visas i tabell 12 för tre olika grupperingar av 

proverna. I grupperingen ”alla grupper” behandlades varje prov med samma behandling, dvs. 

prover som fått samma tillsats av slam och NPK, och som var från samma plats som en grupp. 

När proverna grupperades på detta sätt framgick att det fanns en signifikant skillnad mellan 

prover från Igelösa och prover från Petersborg. Mellan prover från Igelösa fanns ingen 

signifikant skillnad beroende på behandling, men bland proverna från Petersborg fanns en 

signifikant skillnad mellan full tillsats av NPK och utan NPK. I grupperingen ”full NPK 

jämfört med ingen NPK” togs ingen hänsyn till slamtillsats utan proverna grupperades baserat 

på om de hade fått tillsats av NPK eller inte och baserat på om de kom från Petersborg eller 

Igelösa. När proverna grupperades på detta sätt framgick att det fanns en signifikant skillnad 

mellan de fyra grupperna. I grupperingen ”slam jämfört med inget slam” togs ingen hänsyn 

till NPK-tillsats utan endast till om slam hade tillsatts eller inte och vilket fält som proverna 

var tagna från. Bland proverna från Petersborg fanns ingen skillnad mellan de två grupperna, 

men bland proverna från Igelösa fanns en signifikant skillnad i sammansättning av 

mikrobsamhället i jorden mellan den grupp som hade fått tillsats av slam och den som inte 

hade fått det. 

Tabell 12. Resultat av MRPP, som visar mellan vilka grupper av prover skillnaden i sammansättning av 

mikrobsamhällen är signifikant. Här visas resultat från MRPP för när prover med olika behandling har 

grupperats för sig, när prover har grupperats efter tillsats av NPK och när prover har grupperats efter tillsats av 

slam. Grupper som har olika bokstäver har en signifikant (P < 0,05) skillnad mellan sig.  

Plats Slam NPK Alla 

grupper 

Full NPK 

jämfört med 

ingen NPK 

Slam 

jämfört med 

inget slam 

Petersborg Full Ingen b b 

a Petersborg Full Full a 

a Petersborg Halv Full a 

Petersborg Ingen Full a a 

Igelösa Full Ingen c d 

c Igelösa Full Full c 

c Igelösa Halv Full c 

Igelösa Ingen Full c b 
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Sammansättningen i provernas mikrobsamhällen visas i figur 6. Prover som befinner sig nära 

varandra är mer lika än de som är långt ifrån varandra. Den tydligaste skillnaden mellan 

proverna är den mellan Igelösa och Petersborg. Detta stämmer väl överens med resultatet från 

både variansanalysen och resultatet från MRPP. I figuren illustreras även den signifikanta 

skillnaden mellan behandlingen utan NPK och de övriga proverna från Petersborg. En 

liknande trend går att se även för Igelösa trots att den inte är lika tydlig som för Petersborg. 

För proverna från Igelösa, finns en viss skillnad i sammansättning av mikrobsamhället baserat 

på mängd tillsatt slam.  

För att studera hur abundans av gener och enzymaktiviteter, som är relaterade till 

kväveomvandling, förhöll sig till skillnader i sammansättning av mikrobsamhället lades 

vektorer för variablerna genabundans och potentiella aktiviteter in i bilden. Resultatet av detta 

visar att abundans av alla markörgener, PDA och N2O-produktion korrelerar mer med 

sammansättningen av mikrobsamhällen som finns hos proverna från Igelösa än med proverna 

från Petersborg. Förhållandet mellan N2O-produktion/PDA korrelerade dock mer med 

sammansättningen av mikrobsamhällen som finns hos proverna från Petersborg än med 

proverna från Igelösa. 
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Figur 6. NMDS som visar skillnaden i sammansättning av mikrobsamhälle. Ordinationen för proverna är 

baserad på Bray-Curtis-avstånd av 16S rRNA-gensekvenser. Igelösa (cirkel) och Petersborg (triangel). Mängden 

slam som har tillsatts representeras med olika färger och symbolens storlek indikerar NPK-givan. Skillnaden 

illustreras som separationen av proverna, vilket innebär att de prover som är placerade nära varandra har större 

likhet med varandra än de som befinner sig långt ifrån varandra med avseende på strukturen av 

mikrobsamhällets sammansättning. Genabundanser (kopior per gram ts jord) och potentiella aktiviteter (ng N2O-

N g-1 ts jord) som är signifikant (P < 0,05) korrelerade med strukturen för mikrobsamhället visas som vektorer, 

och längden på vektorerna är proportionell till styrkan för korrelationen. 

Den största skillnaden mellan proverna och grupperna är hur abundanta klasserna är snarare 

än vilka klasser som förekommer i jorden (Figur 7). Figur 7 visar även att skillnaden i 

sammansättning av mikrobsamhälle är större mellan de två fälten än mellan prover som har 

fått olika behandling inom fälten. Några av de mest abundanta klasserna för alla grupper av 

behandlingar är Alfaproteobakterier, Gammaproteobakterier och Vicinamibakterier. En 

skillnad mellan behandlingar som kan ses för Petersborg är att Actinobakterier är mindre 

abundanta i jord som endast har fått tillsats av slam i jämförelse med övriga prover. Detta kan 

dock inte ses i Igelösa. En skillnad för Igelösa är att klassen Thermoleofilia är mindre 

abundant i jord som har fått full tillsats av NPK men ingen slam än i övriga prover. 
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Figur 7. Fördelningen av mikroorganismer på klassnivå för respektive grupp. Behandlingarna för grupperna var: 

full slam- och full NPK-dos (A), halv dos slam och full dos NPK (B), inget slam och full dos NPK (C) och full 

dos slam och ingen NPK (D). 

5 Diskussion 

5.1 Effekt av slamtillförsel på mikrobsamhällen 

Genom att sekvensera 16S rRNA-genen hos bakterier och arkéer, i jordprover från de 

långliggande fältförsöken Petersborg och Igelösa, studerades om det fanns skillnader i 

sammansättning av mikrobsamhället mellan jordprover som hade fått olika mängd av slam 

och NPK tillsatt. Mikrobsamhällets uppbyggnad berodde till största delen på jorden. Både 

med PERMANOVA och MRPP konstaterades att skillnaden mellan jordprover från 

Petersborg och Igelösa var signifikant, vilket även illustrerades med NMDS. Generellt verkar 

det alltså som att initiala skillnader mellan jordar har större påverkan på vilka 

mikroorganismer som lever där än tillsats av NPK och slam. En betydande skillnad mellan 

fälten, som skulle kunna ha en inverkan på mikrobsamhällets struktur, är mullhalten. 

Mullhalten är högre i Igelösa än i Petersborg, vilket innebär att den innehåller en större mängd 

organiskt material och har lättare att ta upp vatten. Utöver detta var även kvävehalten 

betydligt högre i Igelösa än i Petersborg, vilket skulle kunna innebära att mikrobsamhället i 

Petersborg påverkas mer av tillsats av NPK än Igelösa. Övriga skillnader mellan jordarna som 

observerades vid försökets start var en svag pH-skillnad och viss skillnad i tillgång på 
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näringsämnen (Andersson 2015). Igelösa hade högre mängd av näringsämnena kalium, 

kalcium och magnesium medan mängden fosfor var något högre i Petersborg. I Igelösa var 

pH 7,0 medan det i Petersborg var 6,8. Skillnaden i pH är dock troligtvis för liten för att vara 

förklaringen till de skillnader som observerades.  

Utöver skillnader i mikrobsamhällessammansättning mellan fälten var det också möjligt att se 

viss skillnad i mikrobsamhällen beroende på tillsats av slam och NPK. Trots att det fanns 

vissa likheter i hur jorden från de olika fälten reagerade på tillsatserna så är det viktigt att 

notera att tillsatserna hade olika stor effekt på de två fälten. I Petersborg fanns en större 

skillnad mellan gruppen av prover som inte hade fått tillsats av NPK och de övriga proverna 

än i Igelösa. Trots att effekten inte var lika stark för Igelösa så förändrade tillsats av NPK 

sammansättningen av mikrobsamhället på ett liknande sätt där. Tillsats av slam gav ingen 

signifikant effekt på sammansättningen av mikrobsamhället för Petersborg, men däremot för 

Igelösa, när proverna grupperades endast baserat på slamtillsats. Resultatet från den här 

studien tyder på att mikrobsamhället i jorden påverkas av tillsats av NPK och slam, men att 

effekterna är relativt små i jämförelse med effekter av andra grundläggande skillnader mellan 

olika jordar. Det framkommer dessutom att tillsatserna kan leda till olika stora effekter i olika 

jordar.  

Enwall et al. (2005) visade att strukturen av både den denitrifierande delen av 

mikrobsamhället och det totala mikrobsamhället kan påverkas av tillsats av slam. Den effekt 

som observerades där till följd av slamtillförsel tros delvis bero på att slammet hade en 

försurande effekt. Nyligen gjordes en studie på marken i Petersborg, där slamtillsatsens 

påverkan på antibiotikaresistens i jorden undersöktes, som likt denna studie visade att det 

endast skedde små förändringar i strukturen av mikrobsamhället till följd av slamtillförsel 

(Rutgersson et al. 2020). I studien visades att 60 taxa hade ett signifikant förändrat antal till 

följd av NPK-tillsats, medan slamtillsatsen endast ledde till signifikant förändrad abundans 

för två taxa i jämförelse med kontrollbehandlingen. Också en spansk studie på effekt av 

slamtillförsel på åkermark har visat att tillsatsen inte signifikant ändrar strukturen för 

prokaryota samhällen i jorden (Urra et al. 2019). En förklaring till att slamgödsling inte leder 

till en stor förändring i mikrobsamhällets struktur, som nämns av Rutgersson et al. (2020), 

kan vara att det sker kompetitiv exkludering (Eldridge et al. 2017) av bakterier som 

härstammar från bakterier i slammet.  

5.2 Effekt av slamtillförsel på kväveomvandlande mikroorganismer och 
reaktioner 

Utöver att studera den generella sammansättningen av mikroorganismer i jorden var syftet 

med den här studien att undersöka mer detaljerat hur mikroorganismer som ingår i 

kväveomvandlande reaktioner på lång sikt reagerar på slamtillförsel jämfört med tillsats av 

konstgödsel (NPK).  
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5.2.1 Nitrifikation 

qPCR av markörgenerna amoA-AOB och amoA-AOA visade att abundansen av generna inte 

skiljer sig åt signifikant beroende på om jorden har gödslats med slam, NPK eller en 

kombination av dessa. Den största skillnaden mellan prover berodde däremot på vilket fält de 

kom från och högre abundans för båda organismerna observerades i Igelösa.  

I studier som undersöker abundans av amoA hos AOB och AOA studeras ofta förhållandet 

mellan organismerna. Det är av intresse eftersom det har visat sig att det finns betydande 

skillnader mellan AOB och AOA trots att de båda bär genen som kodar för AMO, som 

katalyserar den första reaktionen i nitrifikationen. Det har visats att ammoniakoxiderande 

bakterier och arkéer har olika nischer (Wessén & Hallin 2011), svarar olika på tillsats av 

gödsel (Brenzinger et al. 2018) och är olika abundanta i jord. Det har gjorts studier som visar 

att AOA förekommer i högre grad i jord (Leininger et al. 2006), men även studier som talar 

för att det under vissa förhållanden är AOB som dominerar (Boyle‐Yarwood et al. 2008, 

Santoro et al. 2008). När förhållandet mellan AOB och AOA undersöktes i jordproverna från 

Petersborg och Igelösa kunde en signifikant effekt av behandlingen skönjas. Både i 

Petersborg och Igelösa var abundansen för AOB högre än för AOA för grupperna som hade 

fått tillsats av NPK, oavsett slamgiva. Däremot var AOA mer förekommande i den grupp som 

endast hade fått tillsats av slam. Det framgår i låddiagramen av abundanserna i figur 4 att det 

sker en svag ökning av mängden AOA vid endast slamgödsling jämfört med gödsling med 

NPK, medan det sker en minskning av AOB. Att förhållandet mellan ammoniakoxiderande 

bakterier och arkéer förändras beror alltså inte på att behandlingen påverkar endast en av 

dessa grupper, utan både i motsatt riktning. Den här effekten var starkare i Petersborg än i 

Igelösa.  

Det finns flera tidigare studier som visar att gödsling generellt påverkar mängden AOB i 

högre grad än det påverkar mängden AOA. Både Shen et al. (2008) och Wertz et al. (2012) 

visade att tillsats av kvävebaserat konstgödsel ökade mängden AOB i jorden men inte 

påverkade mängden AOA. Dock har studier på slamtillsats visat att även slam kan leda till en 

ökning av den bakteriella amoA-genen, och till en minskning av abundansen av 

ammoniakoxiderande arkéer (Hallin et al. 2009, Brenzinger et al. 2018). Någon sådan effekt 

av slamtillförsel är inte möjlig att se i resultaten som presenteras i denna rapport. Att AOA 

minskade till följd av slamtillförsel i studien av Hallin et al. (2009) skulle kunna vara kopplat 

till att slammet som tillsattes där hade en försurande effekt, eftersom flera studier har visat att 

abundansen av AOA är lägre vid lägre pH (Hallin et al. 2009, Jia & Conrad 2009, Wessén et 

al. 2010). I Petersborg och Igelösa är sambandet mellan slamtillförsel och pH-minskning 

svagt (Andersson 2015), vilket skulle kunna förklara att AOA inte påverkades negativt av 

slamtillförsel i denna studie. Det är dock inte möjligt att med säkerhet säga att lägre pH leder 

till lägre abundans av AOA, eftersom det också har visats ett motsatt förhållande mellan AOA 

och pH (Nicol et al. 2008). En möjlig förklaring till den högre abundansen AOA och lägre 

abundansen AOB vid tillsats av slam jämfört med NPK är att AOA gynnas av tillsats av 

organiskt kväve som tillgängliggörs via mineralisering och därmed finns i en kontinuerligt låg 
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mängd, medan AOB föredrar lättillgängligt oorganiskt kväve där det periodvis uppstår höga 

halter (Hink et al. 2018). Orsaken till detta har föreslagits vara att AOA generellt har högre 

affinitet till ammoniak än AOB (Martens-Habbena et al. 2009, Jung et al. 2011). Det är alltså 

möjligt att den observerade skillnaden i AOB/AOA mellan behandlingarna beror på att AOB 

reagerar starkare än AOA på avsaknaden av kväve i jorden när NPK inte tillsätts. Eftersom 

inga jämförelser görs i denna studie med ogödslad jord går det inte att säga något om hur 

enbart slamtillförsel påverkar förhållandet AOB/AOA i relation till det.  

Eftersom en signifikant skillnad observerades för förhållandet AOB/AOA mellan 

behandlingar är det av intresse att i framtida studier även titta närmare på den potentiella 

aktiviteten för ammoniakoxidation och hur den förhåller sig till AOB och AOA. När 

förhållandet mellan PAO och amoA har studerats tidigare har det skilt mellan olika studier 

vilka ammoniakoxiderande organismer som har korrelerat med aktiviteten. Hallin et al. 

(2009) visade att reaktionshastigheten för ammoniakoxidation kunde korreleras med AOA, 

men inte AOB, vilket talar för att AOA spelade större roll för reaktionen än AOB i marken 

som undersöktes. Däremot fann Di et al. (2009) att det var ammoniakoxiderande bakterier, 

och inte arkéer, som var kopplade till nitrifikationen när de undersökte förhållandet i en 

kväverik ängsmark. Baserat på detta är det troligt att förhållanden i jorden inverkar på vilka 

organismer som utför reaktionen. Johansson et al. (1999) mätte PAO för jordarna i Petersborg 

och Igelösa år 1990 och 1994. Resultaten som presenteras i den studien är att PAO i 

Petersborg minskade med tiden och tillsats av slam, men ökade ju mer NPK som tillsattes. 

För Igelösa syntes ingen tydlig effekt varken av tillsats av slam eller NPK. En orsak till att 

Petersborg reagerar starkare än Igelösa, som lyfts fram i den studien, är att jorden i Igelösa är 

mer aktiv, vilket observeras även i den här studien. Det skulle göra att den kan kompensera 

för bristen på kväve till skillnad från jorden i Petersborg. Det skulle vara intressant att se om 

de effekter på PAO som observerades i Petersborg är kopplade till effekterna på förhållandet 

AOB/AOA som observerades här. Det skulle därutöver vara spännande att studera om Igelösa 

nu, efter att behandlingen pågått i ytterligare 20 år, börjar visa en liknande trend som 

Petersborg.  

Om aktivitet av PAO undersöks för att relatera till genabundans är det dock relevant att 

komma ihåg att även comammox-bakterier kan bidra till ammoniakoxidation i jord. Dessa 

organismer är inte lika väl studerade som AOA och AOB, men det har visats att de, likt AOA, 

växer och bidrar till nitrifikation då det sker tillsats av organiskt kväve som måste 

mineraliseras snarare än vid tillsats av oorganiskt ammonium (Wang et al. 2019). Något som 

skulle vara intressant att undersöka i vidare studier är därmed om även comammox-bakterier 

reagerar på olika tillsatser av gödsel. 

5.2.2 Denitrifikation 

I likhet med amoA-generna så var abundansen av alla studerade markörgener som var 

kopplade till denitrifikation högre i jorden från Igelösa jämfört med Petersborg, men inte 

heller för dessa gener återfanns en signifikant skillnad mellan grupper som hade fått olika 

behandling. Det kan därmed konstateras att de ursprungliga förhållandena i jorden är viktigare 



46 

 

för förekomsten av nirS, nirK, nosZI och nosZII än om jorden gödslas med slam eller NPK. I 

en sammanfattning av flera studier (Ouyang et al. 2018) visades att kvävebaserad gödsling 

signifikant ökade abundansen av nirS, nirK och nosZ, så det är rimligt att anta att alla fyra 

behandlingar har ökat mängden av dessa gener jämfört med om ingen gödsel hade tillförts. 

Liksom i tidigare studier av denitrifierande markörgener i åkermark (Brenzinger et al. 2018, 

Hallin et al. 2018) var nosZII betydligt mer abundant än nosZI. Aktivitetsmätningarna av 

PDA och N2O-produktion visade, likt resultaten av qPCR-körningarna, att det fanns en stor 

skillnad mellan Petersborg och Igelösa. Däremot fanns inte någon signifikant skillnad i 

aktivitet beroende på behandling, vilket också var fallet när PDA undersöktes av Johansson et 

al. (1999). Båda aktiviteterna var högre i Igelösa. 

När förhållandet mellan nir-gener och nos-gener undersöktes visades att det i alla grupper 

fanns fler nir-gener än nos-gener. De två NIR-enzymen reducerar nitrat till kvävemonoxid 

och bidrar till bildandet av lustgas. NosZ, däremot, reducerar lustgas till kvävgas. Att 

förhållandet nir/nos var större än ett skulle alltså, om abundansen av generna återspeglade 

uttrycket och aktiviteten av enzymerna, innebära att NIR bidrar till att mer lustgas bildas än 

vad som kan reduceras av NosZ. Förhållandet var större i Igelösa, vilket i så fall skulle 

innebära att det bildas ännu mer lustgas där än i Petersborg. Eftersom abundansen av gener 

inte behöver spegla uttrycket av enzym eller aktiviteten av processer i jorden (Schloter et al. 

2018) måste man dock vara försiktig med att dra sådana slutsatser. Abundansen av generna 

speglar endast den genetiska potentialen för att reaktionerna ska kunna ske. När förhållandet 

mellan slutprodukter av N2O-produktion och PDA, N2O/(N2O + N2), studerades tydde 

resultaten tvärtemot på att relativt mer N2O bildades i Petersborg. Förhållandet mellan 

slutprodukterna, N2O/(N2O + N2), var mindre än ett för alla grupper, men gav ett något högre 

värde för Petersborg än för Igelösa. Om de uppmätta potentiella aktiviteterna motsvarar de 

verkliga i fält innebär det att mindre lustgas omvandlas till kvävgas i Petersborg jämfört med 

Igelösa. Trots att det är faktiska reaktionshastigheter som har mätts i detta fall så representerar 

inte de uppmätta aktiviteterna de som sker ute på fältet, utan endast den enzymatiska 

potentialen för hur snabbt reaktionen skulle kunna ske. Man kan säga att nir/nos-förhållandet 

och förhållandet mellan N2O/(N2O + N2) representerar två olika potentialer, genetisk 

respektive enzymatisk, som anger vilken kapacitet det finns i jorden för att reaktionerna ska 

ske.  

Ett sätt att mer detaljerat studera hur genabundans förhåller sig till aktiviteter i jorden är 

genom att titta på hur dessa korrelerar med varandra. För att markörgener som nirS, nirK, 

nosZI och nosZII ska kunna användas som indikatorer på förändringar av förhållanden i 

marken är det relevant att veta vad om abundansen av dessa är kopplade till reaktioner i 

marken. Signifikanta korrelationer fanns mellan alla fyra gener och både PDA och N2O-

produktion, vilket innebär att det kan vara möjligt att studera markörgenerna för att få en bild 

av reaktionsaktiviteten. De starkaste korrelationerna var de mellan nirS och PDA, nirS och 

N2O-produktion samt mellan nosZI och N2O-produktion. Korrelationsanalyserna visade också 

tydligt att det inte fanns någon korrelation mellan nir/nos-förhållandet och förhållandet mellan 
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slutprodukterna. En orsak till att korrelationen med aktiviteterna var starkare för nirS än för 

nirK kan vara att de primrar som används för nirK inte är lika bra på att fånga upp alla 

varianter av genen (Bonilla-Rosso et al. 2016, Ma et al. 2019). Det innebär att den 

observerade aktiviteten kan orsakas av organismer vars gener inte upptäcks av qPCR med de 

primrar som använts här. Också i tidigare studier har korrelation mellan PDA och nosZ-gener 

(Hallin et al. 2009) samt mellan PDA och både nirS och nirK (Enwall et al. 2010, Hallin et al. 

2015) observerats. Korrelationerna som Enwall et al. (2010) fann i åkermark var jämförbara 

med de som visades i det här projektet. Där var korrelationskoefficienten 0,36 (P < 0,01) för 

nirS och PDA, 0,31 (P < 0,05) för nirK och PDA och 0,34 (P < 0,05) för nirS + nirK med 

PDA. Precis som i det här projektet är korrelationerna signifikanta, men inte så starka att 

korrelationskoefficienten är större ön 0,5 för någon av generna. En förklaring till att 

korrelationerna inte är ännu starkare, som nämns i den studien, är att den potentiella 

aktiviteten som mäts reflekterar lättaktiverade enzymer i jorden och abundansen gener endast 

påverkar ett steg i processen från gen till aktiverat enzym. Det är alltså många andra faktorer, 

som till exempel genreglering och förhållanden i jorden, som också är avgörande för om ett 

enzym uttrycks och är aktivt. 

5.3 Potential hos metoderna för mikrobiologiska marktester 

Det huvudsakliga målet i Revaqs projekt är att hitta lämpliga bioindikatorer för att studera 

påverkan av slamtillförsel på åkermark. Utifrån resultaten som presenteras här finns ingen 

klar kandidat för att detektera långsiktiga effekter av slamtillsats, utan det är nödvändigt med 

ytterligare studier. Av de aktiviteter och abundanser som har mätts i denna studie så var det 

endast förhållandet mellan AOB och AOA som var signifikant skiljt mellan olika 

behandlingar. Det talar för att av de gener som har studerats här är amoA hos bakterier och 

arkéer den gen som påverkas starkast av gödsling med slam istället för NPK, och möjligtvis 

skulle kunna användas som bioindikator. Dock är det av största betydelse att förstå 

kopplingen mellan de bioindikatorer som används och funktioner eller förhållanden i jorden 

(USDA 2015), vilket inte framgår av resultaten presenterade i denna rapport. Från de prover 

som har analyserats i det här experimentet går det inte att veta om skillnaden mellan 

behandlingarna orsakades främst av avsaknad av NPK eller tillsatsen av slam. För att göra det 

hade det varit nödvändigt att studera alla kombinationer av gödseltillsatser, även de där ingen 

gödsel hade tillsatts. Det skulle även vara intressant att mäta potentiell ammoniakoxidation 

för att se hur den relaterar till AOB och AOA.  

Trots att varken PDA eller N2O-produktion var signifikant skild mellan behandlingar i denna 

studie så är det värt att notera de positiva korrelationerna mellan PDA och N2O-produktion 

med nirS, nirK, nosZI och nosZII. Ett viktigt kriterium för att ett marktest ska vara lönsamt är 

att metoden som testet använder är kostnadseffektivt, robust och möjligt att använda 

storskaligt, vilket qPCR av markörgener uppfyller (Smith & Osborn 2009). Aktivitetstester 

kräver å andra sidan mer tid och arbete. Om det i framtida studier visar sig att PDA eller N2O-

produktion påverkas av tillsats av slam är det positivt att det finns en potential för att 
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undersöka dessa effekter genom att kvantifiera markörgener istället för att mäta 

enzymaktiviteter.  

5.4 Betydelse av resultaten för framtida slamanvändning 

Något som är viktigt att komma ihåg är att den här studien endast har undersökt de långsiktiga 

effekterna av två olika slam, som båda kommer från Revaq-certifierade reningsverk. Det är 

därför inte säkert att resultaten speglar den långsiktiga påverkan som vilket slam som helst har 

på åkermark. Kvaliteten på slam är beroende både av reningsförmågan på reningsverket som 

det kommer från, men även på kvaliteten på vattnet som kommer in till reningsverket 

(Svenskt vatten 2019). För att få en bredare bild av den påverkan som avloppsslam har på 

åkermark är det därför nödvändigt att i ytterligare studier undersöka hur tillsats av olika 

sorters slam, både Revaq-certifierat och icke Revaq-certifierat, påverkar kväveomvandlande 

mikroorganismer och mikroorganismsamhället i stort.  

Även om slammet från reningsverken Sjölunda och Källby är Revaq-certifierat idag, är det 

intressant att ha med sig när man studerar resultaten att kvaliteten på slammet som tillfördes 

till fälten vid försökets början var betydligt sämre. Bland annat var tungmetallhalten avsevärt 

mycket högre än den är nu. Resultaten som presenteras i den här rapporten visar alltså att, 

trots att slammet som inledningsvis spreds på fälten inte skulle uppfylla de krav som Revaq 

har i nuläget, så observerades inga tydliga långsiktiga effekter av slam på mikroorganismer. 

Det ligger i linje med de övriga resultat som har presenterats om jorden i Petersborg och 

Igelösa av Andersson (2015) och Johansson et al. (1999). Det visades där att slamspridningen 

inte heller påverkade grödors upptag av tungmetaller och att man inte har kunnat se någon 

allvarlig effekt på kemiska eller biologiska parametrar. Med tanke på detta verkar det som att 

slamgödsling är en lovande metod för att ta tillvara näringsämnen som annars kan gå till 

spillo. Självklart är det dock av stor vikt att det arbete som bedrivs av Revaq för att minska 

mängden föroreningar i slammet fortgår, och att ytterligare studier av slammets påverkan på 

mikroorganismer görs.  

6 Slutsats 

Den övergripande slutsatsen som kan dras är att de långsiktiga effekterna av tillförsel av 

avloppsslam till åkermark, på de mikroorganismer som har studerats i det här projektet, är 

mycket små. De skillnader som observerades var betydligt större mellan de två fälten än 

mellan olika behandlingar för alla faktorer som studerades. De viktigaste slutsatserna som kan 

dras från detta examensarbete är att: 

• Skillnader i tillsats av NPK och slam ledde till förändringar i mikrobsamhället i 

jorden, men effekterna var relativt små i jämförelse med effekter av andra 

grundläggande skillnader mellan Petersborg och Igelösa. Hur stor påverkan tillsatserna 
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hade på mikrobsamhället var dessutom beroende av förhållanden i jorden, vilket 

innebär att samma tillsats kan ge olika effekt på olika jordar. 

• Kvantifiering av markörgener visade att slamtillsats ledde till en signifikant minskning 

av förhållandet mellan ammoniakoxiderande bakterier och arkéer jämfört med om 

NPK tillsattes. Effekten kunde ses i båda jordarna, men var större i Petersborg. Detta 

talar för att abundansen av amoA kan påverkas av gödsling, och möjligtvis skulle 

kunna användas som bioindikator. I denna studien framgår dock inte vad som 

orsakade skillnaden, utan detta behövs studeras ytterligare, bland annat genom att 

mäta den potentiella ammoniakoxidationen. 

• Signifikanta korrelationer fanns mellan denitrifikationsaktiviteter i marken och 

denitrifierande markörgener, varav de med starkast korrelation var PDA med nirS, 

N2O-aktivitet med nirS och N2O-aktivitet med nosZI. Dessa korrelationer innebär att 

det kanske kan vara möjligt att studera abundanser av markörgener med qPCR istället 

för att genomföra aktivitetstester för att mäta samma effekter, vilket skulle vara mer 

kostnadseffektivt. 
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Appendix A – Reagensblandningar och program vid 

qPCR 

I tabell 1 visas de primrar, qPCR-program och primerkoncentrationer som användes för 

inhibitionstestet samt qPCR av markörgener och 16S-genen. I alla qPCR-körningar var den 

totala reaktionsvolymen i varje brunn 15 μl och den tillsatta mängden DNA från jordprover 

var 10 ng. Reagensen iQ-SYBR Green och BSA användes i alla körningar.  iQ-SYBR Green 

innehöll bland annat DNA-polymeras, nukleotider, MgCl2 och SYBR Green I dye och 

späddes ut till halva koncentrationen av stock-lösningen i alla reaktioner, dvs. 7,5 μl tillsattes i 

varje brunn. Koncentrationen BSA var 1 μg/μl i alla körningar. I inhibitionstestet adderades 

även plasmiden pCR™4-TOPO® med koncentrationen 105 kopior/μl till 

reaktionsblandningen. För inhibitionstestet användes 2 μl vatten som positiv kontroll istället 

för 2 μl prov. 

I värmecykelprogrammen som visas i tabell 1 gjordes avläsningen med fluorescens för varje 

cykel i det steg där proverna värms till 80 respektive 77 °C i 5 sekunder. I det sista steget i 

programmet, där proverna värms upp gradvis, gjordes en smältkurva för respektive gen. En 

smältkurva gjordes dock endast vid första qPCR-körningen för respektive gen. 
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