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Sammendrag

Denne oppgaven tar for seg jordgkosystemet og effekten av & dampe jorda. Jordet har
tidligere fatt pavist Phytophthora fragariae og har ligget brakk siden. Soilsteam International
har dampa 9 ruter pa 1,43 x 2,27 m og latt 9 tilsvarende ruter veere ikke-dampa. Fra disse
rutene har det blitt tatt 5 jordpraver fire ganger over tre maneder. Totalt 320 prgver har
gjennomgatt DNA-metastrekkoding for a finne ut hvordan denne behandlingen pavirker
jordgkosystemet. Det ble funnet at selv om bade DNA konsentrasjon og diversitet bygges opp
igjen, ble det ikke likt over tre maneder. Den taksonomiske sammensetningen var forskjellig
over hele perioden, noen familier sa ut til a forsvinne i dampa jord og andre gjorde ikke det.
Familier i klassen Bacilli var de som klarer seg best, og de var enten like i dampa og ikke-
dampa jord eller sa var de mer tallrike i dampa enn ikke-dampa. Til slutt er det konkludert
med at videre studier over lengre tidsperioder ber utfares for a finne et starre bilde pa hvilken
effekt behandlingen har.

Ngkkelord: DNA-metastrekkoding, jordgkosystem, jorddamping



Abstract

This paper investigates the soil ecosystem and the effects of steaming the soil. The field has
been infected by Phytophthora fragariae and has lied fallow since. Soilsteam International
had steamed nine 1,43 x 2,27 m squares and left nine equal squares unsteamed. Over the
course of three months five samples have been collected from each square four times. In total
320 soil samples have gone through DNA-metabarcoding to figure out how this treatment
affects the soil ecosystem. It’s been found that even though the DNA concentration and the
diversity builds up again over time, they didn’t become equal over three months. The
taxonomic composition was different throughout the project, some families seemed to
disappear in steamed soil, and others don’t. Families in the Bacilli class were the ones that
have either been unaffected, or that thrived in the steamed soil. Finally, it is concluded that
further studies over longer time periods should be done to get a bigger picture of the effects

of the treatment.

Keywords: DNA-metabarcoding, soil ecosystem, soil steaming
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Innledning

Jordgkosystemet er alt som lever i jorda; bakterier, sopp og andre mikroorganismer, samt
planter og mindre dyr. Jordgkosystemet omhandler ogsa de forskjellige komponentenes
samhandling. Jordgkosystemet, og dermed den biologiske aktiviteten i jorda, er veldig viktig
for vekster, inklusiv matproduksjon og annen vekstproduksjon (Pulleman et al., 2012). |

denne oppgaven skal jeg fokusere pa mikroorganismene, mer spesifikt bakterier.

Bakteriesamfunnet i jorda har mye a si for den biologiske aktiviteten. Dette er fordi
bakteriene resirkulerer organisk materiale og tilfgrer naringsstoffer til jorda (Pulleman et al.,
2012). De er viktige medlemmer av flere kretslgp, som karbon og nitrogen (Nielsen et al.,
2011; Philippot et al., 2013), og de bryter ned bade plante- og dyrerester (Wagg et al., 2014) .
For levende planters del er noe av det viktigste bakteriene gjar a tilgjengeliggjere
neeringsstoffer (East, 2013). De viktigste naringsstoffene er nitrogen og fosfor, og bakterier
kan bidra til a tilgjengeliggjere begge (Timofeeva et al., 2023). En annen viktig funksjon
bakterier har er flerning av hemmende stoffer som tungmetaller (Al-Maliki & Al-Shamary,
2022). Enda et resultat av & ha en god sammensetning av bakterier og andre mikroorganismer
kan veere gkt sykdomsresistens (Liu et al., 2021). Eksempler pa dette er bakterier som
produserer antimikrobielle stoffer som kan bekjempe sykdommer, og bakterier som
produserer enzymer som kan bryte ned celleveggen til sopp (Carrion et al., 2019; Martin et
al., 2007).

Sporedannende bakterier er bakterier som kan danne en endo- eller eksospore. Sporene gir
bakteriene en mulighet til & overleve under vanskelige forhold (Brown, 2000). Sporene er
resistente mot utvendige pavirkninger, og er derfor vanskelige a fjerne eller gdelegge og
bakterier som kan lage sporer overlever flere typer behandlinger (Maclean et al., 2013), blant
annet hgye temperaturer. Det har blitt funnet sporer som overlever 140 °C i 15 minutter
(O’Sullivan et al., 2014), samt at ved sjokkvarme kan sporer overleve inntil 382 °C (Zhou et
al., 2015). To bakterie klasser som danner endosporer er Bacilli og Clostridia (Reineke et al.,
2013).

Patogener, eller sykdommer, er alle organismer som lever av a skade en vertsorganisme. De
er en viktig del av jordgkosystemet ettersom de kan hemme vekst og andre funksjoner i
jordsmonnet (Hannula et al., 2020; Jones & Dangl, 2006). Patogener som gar utover planter

er ofte sopp eller sopplignende organismer (Dominguez-Begines et al., 2021). En



sopplignende rekke som inneholder mange plante patogener er oomyceter, eller
eggsporesopper (Qiao et al., 2013). Innenfor denne rekken er slekten Phytophthora som
inneholder velkjente plantepatogener, og Phytophthora fragariae, ogsa kalt rad marg, er en
av disse. Denne sykdommen tar livet av jordbaerplanter (Newton et al., 2010). Dersom en
bonde i Norge far pavist Phytophthora fragariae i jorda, ma det jordet veere i karantene i 15
ar. Tilsvarende tiltak kan settes inn for andre planteskadegjgrende etter paragraf 6 i Forskrift

om planter og tiltak mot planteskadegjgrere (Landbruks- og Matdepartementet, 2022).

Bekjempelse av patogener i jord kan vare vanskelig. Det er mulig a bruke kjemikalier, men
dette kan veere skadelig for andre enn bare den spesifikke sykdommen (Ueki et al., 2018).
Andre metoder har derfor blitt utviklet. Damping er en av disse og kan veere et godt alternativ
(van Loenen et al., 2003). Damping kan ogsa bidra til & minske ugress og risikoen for & ta inn
nye invaderende arter ved import av jord (Bitarafan et al., 2021; Melander & Kristensen,
2011). En annen metode kalles biologisk jorddesinfeksjon og bruker diverse organiske
materialer for & bekjempe patogener ved a benytte det naturlige mikrobesamfunnet (Ueki et
al., 2018).

DNA er arvestoffet i alle celler og inneholder koden for oppbygningen av alle levende
organismer. Det bestar av mange nukleotider som igjen bestar av sukker, fosfat og en av fire
nukleinsyrer. Miljg-DNA er DNA i jord, vann og luft, og kan veere helt fritt eller i celler
(Taberlet et al., 2012). | jord er det mikroorganismer, plante- og dyrerester, samt levende
planter og dyr som bade inneholder og/eller frigir DNA (Pietramellara et al., 2009). Dersom
DNA-et i jorda er helt fritt er det avhengig av a adsorbere til blant annet jordpartikler (Levy-
Booth et al., 2007). Miljg-DNA kan brukes til & undersgke hvilke organismer som er i det
aktuelle miljget, og til & estimere mengden av de forskjellige organismene (Andres et al.,
2023). Bruk av miljg-DNA for a se pa artssammensetning, har vist seg a fungere bedre enn i
tradisjonelle studier (Leempoel et al., 2020). Dette er fordi det blant annet mulig a finne og
klassifisere organismer man fysisk ikke kan se (Kestel et al., 2022).

Metastrekkoding er identifiseringen av DNAet i en prove ved hjelp av sekvensering. Det
farste trinnet man ma gjennom er ekstrahering av DNAet i praven, deretter fglger PCR,
library preparation og selve sekvenseringen far man kan ga videre til analysering (Valentini
et al., 2009).

Ekstrahering bestar overordnet av a gdelegge celler, utfelling av DNAet fra resten av

prevematerialet og til slutt vasking av DNAet. Sluttresultatet skal veere rent DNA i en



bufferlgsning man kan bruke videre i analysen (Gupta, 2019). Nar man har ekstrahert DNAet
ma man ga gjennom en polymerasekjedereakjson (PCR). Dette gjares for & gke mengden,

eller amplifisere, DNA i prgven (Schrader et al., 2012).

Fgr man kjgrer en PCR sa ma man tilsette primere, nukleotider og enzymer til praven
(Project, 2018). Primere er korte DNA trader som skal passe til en spesifikk region pa DNA
traden man gnsker & amplifisere (Sharma & Kobayashi, 2014). Her kan man ogsa feste tags,
eller merkelapper, til hver individuell prgve, dette er en kort DNA-sekvens som sier hvilken
prave produktet kommer fra (Binladen et al., 2007). Nar det kommer til valg av primere, ma
man vurdere om man vil treffe mange organismer eller en spesifikk. Dersom man vil treffe
mange, bgr primeren vare generell og treffe en seksjon av genomet som er veldig godt bevart
pa tvers av mange arter. For bakterier bruker man gjerne en generell primer som retter seg

mot 16S rRNA som koder for ribosomet i bakterier og arker. (Sambo et al., 2018).

Det siste steget i metastrekkoding er sekvenseringen. Her blir DNA-et lest av slik at man kan

se hvilke organismer som er tilstede i pravene (Metzker, 2010).

Bruk av DNA-metastrekkoding er ikke problemfritt, og har sine ulemper. Miljg-DNA har i
veert darligere enn tradisjonelle studier i et vanngkosystem (Rose et al., 2019). Andre
problemer kan oppsta etter prgvene er tatt, for eksempel primer bias, altsa at primeren som
brukes til PCR ikke er generell nok (Sharma & Kobayashi, 2014). Dessuten er det ikke den
perfekte metoden for a estimere mengde, ettersom det kan forskyves under prgvetakning,
ekstrahering, PCR eller sekvensering. Ukomplette referansedatabaser er et annet problem
(Beng & Corlett, 2020).

| denne oppgaven skal jeg undersgke effekten av damping pa samfunnet av bakterier og arker
i jord. Jeg har fulgt mikrobesamfunnet i fire maneder etter damping ved hjelp av DNA-
metastrekkoding. Dette gjgres for a fa en bredere forstaelse pa hvordan denne behandlingen
pavirker mikrobesamfunnet, bade kort- og langsiktig. Det er ogsa viktig & se pa og sjekke at

skaden dampingen gjar ikke er irreversibel, ettersom denne prosessen ikke er selektiv.

Mye tyder pa at damping kan ha gode effekter nar det kommer til matproduksjon. En studie
av Guerra et. al. (2022) fant blant annet ut at bade gulergtter og salathoder ble minst 10%
starre etter damping, og at bade ugress og sykdommer ble kraftig redusert.
Mikrobesamfunnet har blitt undersgkt tidligere pa en planteskole i California, USA. De fant
blant annet ut at i den dampede jorda var det sporedannende bakterier som dominerte etter
damping (Crandall et al., 2023).



Denne oppgaven skal se pa hvilken effekt jorddamping har pa jordgkosystemet. Dette gjelder
bade kort- og langsiktige effekter, og leder til falgende hovedmal, teste den umiddelbare og

langsiktige effekten av jorddamping pa jordgkosystemet.

Videre skal jeg ogsa se pa (1) forskjellen i DNA konsentrasjon i dampa og ikke-dampa jord
over tid, (2) jordgkosystemet og dets sammensetning, og (3) forskjellen i diversitet og
sammensetningen i dampa og ikke-dampa jord over tid.

Disse malene leder igjen til hypotesene for denne oppgava, og hypotesene er som falger. (1)
DNA konsentrasjonen vil vaere hgyere i ikke-dampa jord, og vil stige med tiden i den dampa
jorda. (2) Jorddamping vil ha en stor effekt pa jordekosystemet, men jordgkosystemet vil
klare a “bygge” seg opp igjen. (3) Det vil veere stor forskjell i diversitet og sammensetning

mellom dampa og ikke-dampa jord, men den vil minske over tid.
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(a)

Metode

Testomrade
Testomradet for forsgket ligger pa Aaby gard i Asker (figur 1). Produksjonen pa garden er

jordber som dyrkes pa friland. Forsgket med damping av jord ble gjennomfart pa et jorde der
det tidligere har blitt pavist red marg (Phytophthora fragariae). Fer damping ble alle
jordbaerplanter fjernet og jorda harvet. Jorda er stagnosol jord og har svert god kvalitet (figur
1). Stagnosol jord er en jordtype som ikke drenerer spesielt godt, og er ofte naringsrik
(Nibio, 2024b).

Mordsmonnklassifikasjon
| O Fluvisol
| O cambisol
@ Phaeozem
| B umbrisol
M Histosol
*| @ Luvisol
@ Gleysol
| ) Stagnosol
H Pianosol
| B Regosol
| B Arenosol
| M Podzol
| @ Leptosol
- \ Anthrosol
_gx | B Technosol

rammer Gl N\ ohhestad -~ 3 L W L el

Jordkvalitet
[l Svaert god jordkvalitet
3 God jordkvalitet

[ Mindre god jordkvalitet

Figur 1: Kart over omradet. (a) Viser hvor testomradet ligger i forhold til starre byer som Oslo og
Drammen (Google Maps, 2024a). (b) Viser et narbilde av Aaby gard og testfeltet (Google Maps,
2024b). (c) Viser jordsmonnklassifiseringen pa jordene til bonden, pa testfeltet er det Stagnosol jord
(Nibio, 2024a). (d) Viser jordkvaliteten pa jordene til bonden, og pa testfeltet er det sveert god jord
(Nibio, 2024a). Kartene er vendt slik at nord er oppover, feltomradet ligger derfor omtrentlig
nordvest-sgrast, og alle boksene viser til testomradet.

Tre striper (A-C) med 6 ruter pa 1,43 x 2,27 m ble merket opp. Annenhver rute ble behandlet
med damp og de andre rutene forble ubehandlet og har fungert som kontroller. Totalt ble 9
ruter dampa og 9 forble ikke-dampa. Dampingen foregikk den 19.06.2023. Vi ekskluderte to
ruter, og har derfor til slutt 8 dampa og 8 ikke-dampa. Maskinen kjarte A1-A6 sa B6-B1 og
til slutt C1-C6. Stripene er derfor litt forskjgvet i forhold til hverandre. Pa stripe A og C ble
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oddetallene dampa, og pa stripe B ble partallene dampa. Etter behandlingen ble ikke jordet
dekket til. Oppsettet kan sees pa figur 2.

Nordvest

=~

Sergst

Figur 2: Oppsettet pa testomradet. A5 og A6 har blitt ekskludert. Pilene indikerer den omtrentlige
himmelretningen til testomradet. Fieldsaver har kjert fra A1 til A6 til B6 til B1 til C1 til C6 og dampa
annenhver rute. Det vil si at A1, A3, A5, B2, B4, B6, C1, C3 og C5 har blitt dampa, og resten ble ikke

dampa.

Dampingen gjeres ved a fukte jorda og varme vannet som er i den. Dette skal fjerne bakterier
og andre ugnskede organismer i jordsmonnet. Teorien er dermed a sterilisere med varme og
fuktighet, og skal fungere som et alternativ til kjemisk behandling og karantene. Dette er ikke
en selektiv prosess, og skal i teorien pavirke alle organismer i jordsmonnet. Soilsteam har to
maskiner, Soilsaver, som er stasjoner og Fieldsaver, som er selvkjgrende. Den selvkjgrende
er den som har blitt brukt i dette prosjektet og kan sees pa figur 3. For denne behandlingen la
snittemperaturen pa omtrentlig 75°C, pa overflaten 1a den mellom 95 og 100°C, mens ved 15

cm dyp 1a temperaturen nede i 70°C.
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Figur 3: Bilde over testomradet dagen etter dampingen. Fieldsaver star til venstre i bildet. De rgde
pinnene markerer feltene hvor prgvene skal tas, og de er annenhver dampa of ikke-dampa, 18 ruter
fordelt pa 3 striper. Til hgyre i bildet star Erlend Stokka Aarlott (f.v.) og Celine Jackson Koop som
foretar prgvetakning. Bildet er tatt 20.06.2023.

Prgvetakning
Testomradet ble besgkt fire ganger etter damping. Dagen etter damping (20.06.2023), en uke

etter damping (28.06.2023) og to ganger senere (25.08.2023 og 27.09.2023). P4 hver
prevetakningsdato er det tatt en preve i hvert hjgrne, pluss en i midten fra hver rute (figur 4).
Det er dermed tatt 80 pragver ved hver dato og 320 totalt. Prgvene ble tatt ved at 50ml sterile
falconrgr med skrulokk ble presset ned i jorda pa ett av punktene. Alle pravene ble merket
med rutenummer, hvor i ruta det ble tatt og dato. Prgvetakningsdatoene, dager siden
behandling og hvem som har tatt prgvene kan sees i tabell 1. Prgvene ble fryst ved -20°C s&

fort som mulig og ble oppbevart i fryser frem til DNA ekstrahering.
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Nordvest

Sorgst

Figur 4: Oppsettet innenfor hver rute. | alle rutene utenom A5 og A6 er disse prgvene tatt pa hver

pravetakningsdato. Pilene indikerer den omtrentlige himmelretningen til testomradet.

Tabell 1: Oversikt over nar prgvene er tatt, hvor lenge etter behandlingen prevetakningen er, og hvem

som har tatt prgvene.

DATO DAGER SIDEN UTFZRT AV
BEHANDLING

PROVETAKNING 1 | 20. Juni 2023 1 dag Celine Jackson Koop
og Erlend Stokka
Aarlott

PROVETAKNING 2 | 28. Juni 2023 9 dager Jorn Henrik Sgnstebg

PROVETAKNING 3 | 25. August 2023 67 dager Celine Jackson Koop
og Erlend Stokka
Aarlott

PROVETAKNING 4 | 27. September 2023 101 dager Celine Jackson Koop

Lab

og Erlend Stokka
Aarlott

Labarbeidet for denne oppgaven startet opp den 11.09.2023 og avsluttet 31.1.2024. DNA

ekstrahering, og etterfglgende fortynning er gjort i samarbeid med Erlend Stokka Aarlott.

DNA ble ekstrahert fra jordprgvene ved hjelp av Dneasy powersoil pro kit (Quiagen, 2023).
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Vi fulgte standard protokoll for dette kitet. Normalt sett ble tjuefire praver ekstrahert av
gangen og inneholdt 23 jordpraver og en negativ kontroll. Ved oppveiingen av prgven ble
utstyret sterilisert ved & brenne av eventuell kontaminering og det ble i tillegg vasket med
70% alkohol. Heretter ble pravene nummerert fra 1219 til 1538. Konsentrasjonen til det
ferdig ekstraherte DNAet ble malt med en Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo
Fisher). Deretter ble ogsa disse prgvene fryst ved -20°C. Pravenummer og konsentrasjon kan

sees i vedlegg 1.

For & standardisere mengden DNA ble prgvene fortynnet til rundt 15ng/uL. De som allerede
hadde omtrentlig denne verdien eller mindre ble ikke fortynnet. Alle prgvene ble fordelt pa
en av fire 96 brenns (200 pL) plater, og for de tre forste platene ble tre negative kontroller fra
ekstraheringen inkludert. Pa plate nummer fire ble to negative kontroller inkludert ettersom
det var et halvfullt brett. Alle platene inneholder en PCR-negativ. Vi brukte nucleasefritt
vann til fortynningen av DNA og som PCR-negativ. Vi brukte malingene vi gjorde etter
DNA ekstraheringen som utgangspunkt, og satte det opp i et excel ark som regnet ut
fortynningsforholdet, og for a forsikre oss om at prgven var innenfor sa malte vi
konsentrasjonen igjen med Nanodrop Lite Spectrophotometer. Oppsettet og fortynningene

kan sees i vedlegg 2.

DNA-metastrekkoding ble brukt til & undersgke den taksonomiske sammensetningen av
bakterier og arker i jordprevene. Farst ble en variabel del av 16S rRNA (V3) PCR amplifisert
ved hjelp av primerne 515F (Parada et al., 2016) og 806R (Apprill et al., 2015). En
polymerasekjedereakjson bestar av tre trinn, det farste er denaturering, hvor en dobbel DNA
trad deles i to. Trinn nummer to er hybridisering, hvor primere fester seg til en
komplementer sekvens pd DNAet. Til slutt kommer dannelsen av den nye DNA tradden. PCR
ble gjort med 30 sykluser, se tabell 2 for PCR program, i 25ml volum som inneholder 12.5ml
Phusion Hot Start 11 High-Fidelity PCR 2X Master Mix, 200nM av hver primer og rundt
15ng DNA. 515F er merket med DNA tagger som er 10-12 bp lange og brukes til a skille

mellom sekvenser fra de ulike prgvene.

Tabell 2: PCR programmet alle brettene har veert gjennom og viser temperaturene, tidene og antall

sykluser.

TRINN TEMPERATUR TID SYKLUS(ER)
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INNLEDENDE 98°C 30 sek 1
DENATURERING

DENATURERING | 98°C 10 sek

PRIMERE 50°C 10 sek 30
TILFESTES

FORLENGELSE

AV DNA 72°C 15 sek

ENDELIG 72°C 5 min 1
FORLENGELSE

AV DNA

Kvaliteten pa PCR produktet ble testet ved hjelp av gel elektroforese. Her ble Agarose 2%
plater med 11 brenner brukt (eGel system). Den farste brgnnen er tiltenkt en referanse, her er
E-Gel 1Kb Plus Express DNA Ladder (Thermo Fisher) brukt ettersom den er kompatibel med
2% Agarose plater. I referansen er blandingsforholdet 2 uL express DNA og 18 uL
nucleasefritt vann, mens i provene er blandingsforholdet 5 pL prove og 15 pL nucleasefritt
vann. Alle blandingene overfares til sine respektive branner og deretter settes maskinen pa i

15 minutter.

DNA bibliotekene ble preparert ved hjelp av lon torrent plus fragment library kit (Thermo
Fisher), tilhgrende protokoll ble brukt (Thermo Fisher, 2016). De ulike bibliotekene ble
merket ved hjelp av lon Xpress Barcode Adapters 1-24 Kit (Thermo Fisher). Det farste steget
er at alle provene pé ett brett samles i et 2mL eppendorfrer. Her er det tatt 2 uLL av hver
prove, utenom de negative kontrollene som det kun er tatt 1 pL av. Denne samlede proven ble
deretter analysert med Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher). Her har vi brukt programmet
Ds DNA high sensitivity. Preven analyseres opp mot to standarder som bestar av 190 puL
Qubit 1X dsDNA HS working solution (Thermo Fisher) og enten 10 uL Qubit 1X dsDNA
HS Standard #1 (Thermo Fisher) eller 10 pL Qubit 1X dsDNA HS Standard #2 (Thermo
Fisher). For a teste selve proven brukes 199 uL Qubit 1X dsDNA HS working solution og 1
uL prave.

Deretter ble endene pA DNA tridene “fikset”, ogsa kalt end-repair. Da begynner man med &
fortynne prgven med resultatet av qubit analysen som grunnlag. Nucleasefritt vann er brukt til
fortynningen. Protokollen ber om 10-100ng i 79 uL. Derfor fortynnet vi til et totalvolum pa
80 puL slik at 1 uL kunne testes med qubit for & vere sikker pa at konsentrasjonen er riktig.
Deretter tilsettes buffer og enzym etter protokoll. Etter end-repair skal prgven vaskes far man

kan ga videre til & feste pa adaptere. Dette gjgres med en PCR etter protokollen og her er
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blandingsforholdet under “barcoded libraries” i protokollen brukt. Deretter skal pragven
vaskes igjen, og her er det brukt 120 uL. Agencourt AMPure XP Reagent som tilsvarer
bibliotekstrarrelse pa 200-300 basepar. Til forskjell fra protokollen tok vi ut 18 uL og ikke 20
uL i trinn 8 under “Purify the adapter-ligated and nick-repaired DNA”. Dette er gjort fordi

det er vanskelig & ikke ta med noen AMPure beads hvis man pipetterer opp hele volumet.

Til slutt ble lon library TagMan quantitation kit (Thermo Fisher, 2022) brukt til & bestemme
konsentrasjonen i picomolar (pM) fordi det trengs 25-60 pM i 25 uL til sekvensering. Det er
gjort ved & sammenligne en fortynningsrekke av et DNA biblioteket av e.coli med kjent
konsentrasjon med ulike fortynninger av pravene. Det ble ogsa inkludert en negativ kontroll i
form av nucleasefritt vann. Fortynningsrekka av e.coli inneholder 5 pragver og
fortynningrekka av prgven inneholder 3 prgver, men den farste av disse tas ikke med pa
gPCR brettet. Standardene, pravene og negativ kontroll fordeles pa en 48-brgnns plate.
Resultatet av qPCR ma deretter ganges opp med fortynninga for & fa pM i den originale

praven. Dette resultatet brukes videre til sekvenseringen.

Til selve sekvenseringen er maskinene lon Chef, lon S5 Chef Supplies og lon Gene Studio
(Thermo Fisher) brukt, samt tilhgrende protokoller (Thermo Fisher, 2023a; Thermo Fisher,
2023b). Sekvenseringen bestar av to overordnede trinn; amplifisering og avlesning. Denne
sekvenseringsmetoden gjar at man kan fa mange avlesninger med hgy ngyaktighet. Pa hver
chip har 25 pL blitt tilsatt og de skal inneholde 25-60pM med DNA. Her har vi siktet mot
50pM ved hver sekvensering.

Dataanalyse
Nar sekvenseringen er ferdig, ma resultatene identifiseres og senere analyseres. Dette starter

med demultiplexing, altsa at sekvensene blir sortert etter hvilken prgve de kom fra (Guenay-
Greunke et al., 2021). Deretter brukes DADA2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm),
som filtrerer sekvenseringsresultatene (Callahan et al., 2016). Tax_glom funksjonen er brukt
til a sla sammen ASVer pa slektsniva, dette er en funksjon som er en del av phyloseq pakken
(McMurdie & Holmes, 2021).

For & gjennomfgre dataanalyse har jeg brukt RStudio 2023.12.1+402 (Posit). Pakker som ble
brukt er phyloseq, vegan (Oksanen et al., 2022), data.table (Barrett et al., 2024), tidyr
(Vaughan et al., 2024), ggplot2 (Wickham, Chang, et al., 2023), dplyr (Wickham, Francois,
et al., 2023), randomForest (Breiman et al., 2022). Scriptet er lagt ved som vedlegg 6.
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Boxplotet over DNA konsentrasjonen laget vi for a visualisere denne utviklingen i bade de
dampa og ikke-dampa prgvene over tid. Det er gjort med funksjonen boxplot fra pakken

graphics.

Linezer regresjon brukes for a teste sammenhengen mellom to eller flere variabler, der en av
variablene er resultatvariabelen, mens de andre er forklaringsvariabler. Her har jeg testet
behandling og dato mot DNA konsentrasjonen, behandling og dato mot diversitet og
posisjonen til prgven, behandling og dato mot diversitet. Dette er for & se om dato,
behandling eller posisjon har noe a si for diversiteten i prgven. Faktorene som testes mot
konsentrasjon eller diversitet er satt opp slik at resultatet ogsa viser interaksjonen mellom
variablene der det er to forklaringsvariabler.

Jeg har brukt en Mann-Whitney-U test for a se pa om det er signifikant forskjell mellom
dampa og ikke-dampa jord ved hver prgvetakningsdato. Denne testen brukes for & se om det
er statistisk forskjell pa to sett med verdier (Mann & Whitney, 1947). Dette er gjort ved a
lage subset for hver dato som deretter testes. Jeg har brukt den til & se pa DNA

konsentrasjonen og diversiteten.

Alfa diversitet ser pa diversiteten i hver enkelt prgve, og funksjonen plot_richness fra pakken
phyloseq visualiserer denne diversiteten innenfor kategoriene observert, ACE og Shannon.
ACE (abundance-based coverage estimator) ser pa de artene det er fa av og estimerer
diversiteten inkludert uoppdagede arter (Chao et al., 2006). Shannon indeksen tar hensyn til
mengden av de forskjellige artene i tillegg til antall arter (Konopinski, 2020).

Jeg har laget boxplot som illustrerer diversiteten til bade de dampa og ikke-dampa over tid. |
tillegg har jeg laget boxplot som ser pa forskjellen i diversiteten hos pravene som er tatt i
midten kontra pa kanten. Alle disse er laget med funksjonen geom_boxplot fra ggplot2

pakken.

For 4 teste og visualisere forskjellen mellom de dampa og de ikke-dampa prevene brukes
PCoA sqrt Bray Curtis plot. Transform_sample_counts og bray metoden er brukt som
grunnlag for plotet. Deretter er funksjonenn plot_ ordination brukt for a lage plotet. Her er

phyloseq og vegan pakkene brukt.

En adonis test (PERMANOVA) brukes for a se hvilken faktor som har mest innflytelse pa
betadiversiteten. Den ser pa forskjellene i sammensetninger av slekter mellom prgvene. Farst

bruker man funksjonen phyloseq::distance og bray metoden for a fa et distanseobjekt som
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kan brukes i selve testen. Deretter har jeg kjert distanseobjektet mot dato og behandling. For

a gjennomfare en adonis test brukes phyloseq og vegan pakkene.

Et heatmap visualiserer hvilke slekter som var i hvilke prever, og hvor mye det var. Her har
jeg laget et heatmap for hver dato og prevene er sortert etter behandling, slektene er sortert
etter familie. Jeg har brukt plot_heatmap funksjonen som er en del av phyloseq pakken og
bruker ggplot2 grafikk.

Random forest (Breiman, 2001) er en metode jeg har brukt til & finne slektene i datasettet
som skiller mellom dampa og ikke-dampa prever, og pakken randomForest er brukt. Dette
har gitt en rf-modell der slekten som er hgyest og lengst til hgyre i diagrammet er den det er
det vanligste utfallet av rf treerne. Ved hjelp av dette diagrammet og en taksonomisk tabell
har jeg tatt de 9 gverste familiene (vedlegg 4 og 5). Disse 9 familiene er igjen plottet inn i
hvert sitt boxplot. Boxplotet tar ikke hensyn til dato, men kun om prgvene er dampa eller
ikke, derfor har jeg gjentatt prosessen for hver prgvetakningsdato.

Jeg har ogsa gjort Mann-Whitney-U tester pa de 9 familiene som var gverst i random forest
modellene. Da har jeg brukt funksjonen psmelt til & lage tabeller med mengden til de
forskjellige slektene ogsa brukt subset funksjonen til  teste en og en familie. Psmelt er en del

av phyloseq pakken og subset er en del av data.table pakken.
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Resultater

DNA konsentrasjon

DNA konsentrasjonen gkte over tid (fra juni til september) i bade de dampa og ikke-dampa
prevene. Medianen til de dampa prgvene gkte med omtrent 30 ng/uL, fra rundt 10 ng/pL til
rundt 40 ng/uL, mens medianen til de ikke-dampa prevene gkte med omtrent 40 ng/pL, fra
rundt 200 ng/uL til rundt 240 ng/uL. @kningen fremstar mer konsekvent i de dampa pragvene,
mens i de ikke-dampa var det litt sterre variasjon, med en nedgang pa nest siste
prevetakningsdato (figur 5). En lineer regresjon viser at gkningen var signifikant for alle
faktorer utenom Dat028.06.2023 og Dat027.09.2023:DampaNei (tabell 3). Videre viser
Mann-Whitney-U test at forskjellen ved hver dato var signifikant (tabell 4).
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Figur 5: Figuren viser DNA konsentrasjonen i testfeltet over tid, delt inn i om de er dampa eller ikke.
Maleenheten er ng/uL og konsentrasjonene er malt med Nanodrop Lite Spectrophotometer (Thermo
Fisher). Den sorte streken indikerer medianen, og den gra boksen er de midterste 50% av malingene.
De stiplede linjene med avsluttende vertikal strek er gvre og nedre 25% av malingene og sirklene

representerer uteliggere. Laget i samarbeid med Erlend Stokka Aarlott.

Tabell 3: Liner regresjon pa DNA konsentrasjon, dato og behandling. Analysert i samarbeid med
Erlen Stokka Aarlott. Denne viser at for alle utenom 28.06.2023 og interaksjonen
Dat027.06.2023:DampaNei var signifikante.

T-verdi Pr(>|t])
(Intercept) 2.894 0.004079
Dat025.08.2023 3.886 0.000124
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Dat027.09.2023 4118 4.91e-05

Dat028.06.2023 0.496 0.620452
DampaNei 26.761 <2e-16

Dat025.08.2023:DampaNei -3.155 0.001721
Dat027.09.2023:DampaNei 1.307 0.192248
Dat028.06.2023:DampaNei 2.275 0.023560

Tabell 4: Resultatene av Mann-Whitney-U testene for DNA konsentrasjon. Analysert i samarbeid med
Erlen Stokka Aarlott. Denne viser at det var signifikant forskjell pA DNA konsentrasjonen i de dampa
og ikke-dampa ved hver prgvetakning.

Dato P-verdi

20.06.2023 3.373e-14
28.02.2023 1.433e-14
25.08.2023 1.432¢-14
27.09.2023 1.434e-14

Under sekvensering var det totalt 83 av 318 praver som falt ut. Falt ut er her definert som de
prevene som hadde mindre enn 1000 sekvenser etter filtrering. Av disse var 27 dampa, 41
ikke-dampa og 15 negative kontroller. Det vil si at alle de negative kontrollene falt ut, bade
de fra ekstraheringsprosessen og PCR-negative. Fra plate 1 var det 42 som falt ut, fra plate 2
var det 20, fra plate 3 var det 13, og fra plate 4 var det 8. Fra 20.06.2023 var det 33 som falt
ut, fra 28.06.2023 var det 13 som falt ut, fra 25.08.2023 var det 16 som falt ut, og fra
27.09.2023 var det 6 som falt ut. Antall sekvenser i pravene og hvilke som falt ut kan sees i

vedlegg 3.

Alfadiversitet

Alfa diversiteten i hver prgve beskrives her med observert verdi, ACE og Shannon. Figur 6
viser diversiteten for de individuelle pravene. | alle tre maleenheter hadde de ubehandlede
prgvene hgyere verdi enn de behandlede, selv om det er en viss overlapp mellom prgver fra
dampa og ikke-dampa jord. For alle tre kategorier var det tydeligst forskjell mellom dampa

og ikke-dampa for den ferste datoen, 20.06.2023, mens forskjellen mellom dampa og ikke-
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dampa jord ble mindre i senere innsamlinger. Forskjellen i alfadiversitet kommer tydeligere
fram i boxplottene i figur 7. Her ser man tydelig at diversiteten totalt gkte i bade den dampa
og ikke-dampa jorda. Medianen til observert diversitet i de dampa prevene gkte fra rundt 5 til
35, mens i de ikke-dampa gkte fra rundt 40 til 55.
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Figur 6: Viser diversiteten etter observert verdi, ACE og Shannon. Fargene indikerer
provetakningsdato og formen indikerer om praven er dampa eller ikke-dampa. Her er det tydelig at

det var forskjell i diversiteten i de dampa kontra de ikke-dampa.
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Figur 7: Boxplot som viser diversiteten i de ikke-dampa og dampa. Den sorte streken indikerer
medianen, og den hvite boksen er de midterste 50% av malingene. Linjene over og under boksene er
gvre og nedre 25% av malingene og prikkene representerer uteliggere.

For & teste om diversiteten endres over tid, brukes linear regresjon. Her er diversitetsverdien
resultatvariabel og dato og behandling er forklaringsvariabler. Tabell 5 viser resultatene av
denne analysen og der er det mulig & se at Dato28.jun og DampaNEI:dato27sept er de eneste
som ikke var signifikante. Tabell 6 viser resultatene av Mann-Whitney-U testene, den viser at

forskjellen var signifikant for alle datoene.

Tabell 5: Resultatet av linegr regresjon som er satt opp med diversitet, dato og damping. Denne viser
at det var signifikant forskjell pa alle med unntak av Dato28.jun og interaksjonen
DampaNEI:dato27sep.

T-verdi Pr(>|t|)
(Intercept) 4871 2.35e-06
DampaNEI 8.700 1.70e-15
Dato25.aug 6.318 1.89%e-09
Dato27.sept 7.187 1.54e-11
Dato28.jun 1.227 0.2212
DampaNEI:dato25aug -4.293 2.83e-05
DampaNEI:dato27sep -0.717 0.4745
DampaNEI:dato28.jun -2.016 0.0453

Tabell 6: Resultatene av Mann-Whitney-U testene der hver dato er satt opp mot hverandre. Denne

viser at det var signifikant forskjell pa alle.

Dato P-verdi
20.06.2023 4.212e-07
28.06.2023 0.0001906
25.08.2023 7.19e-06
27.09.2023 8.764e-07

Forskjellen i diversitet mellom prgvene som ble tatt pa kanten og midten av hver rute er ogsa
testet. | figur 8 kan man se at selv om diversiteten i kantprgvene tilsynelatende gkte fortere
enn midtprgvene i de dampa rutene sa var det ikke stor forskijell. De to farste

prgvetakningsdatoene, 20.06.2023 og 28.06.2023 viser lite forskjell mellom kant- og
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midtpragver, men de to siste pravetakningsdatoene, 25.08.2023 og 27.09.2023 hadde en litt
starre forskjell. Medianen viser en forskjell pa rundt 5 og 10 observert henholdsvis, og det
var kantprgvene som hadde hgyest diversitet. Diversiteten i de ikke-dampa pravene ser ikke
ut til & veere pavirket av hvor i ruta prgvene er tatt. Her var diversiteten hgyest i midtprevene
ved farste provetakning, 20.06.2023, men den var hgyere i kantprevene ved andre
prevetakning, 28.06.2023. Ved de to siste var diversiteten veldig lik, men medianen var litt
hayere i kantprgvene. Ved hjelp av linezr regresjon er det mulig a se om posisjonen hadde

signifikat pavirkning pa diversiteten, og det hadde den ikke (tabell 7).
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Figur 8: Viser diversiteten i prgvene delt inn etter om de er tatt i kanten eller midten, de er ogsa delt
inn etter om de er dampa eller ikke. Den sorte streken indikerer medianen. Boksen er de midterste
50% av malingene, de ragde representerer kantprgvene, og de turkise indikerer midtprgvene. Linjene

over og under boksene er gvre og nedre 25% av malingene og prikkene representerer uteliggere.

Tabell 7: Resultatet av linezer regresjon som ser pa om posisjonen til prgvene hadde noe a si for

diversiteten. Her er det mulig a se at posisjonen ikke var signifikant.

T-verdi Pr(>|t|)
(Intercept) -7.873 2.72e-13
Posisjonmidt 1.348 0.179
DampaNEI 1.237 0.218
Dato 7.915 2.12e-13
Posisjonmidt:DampaNEI -0.919 0.359
Posisjonmidt:Dato -1.351 0.178
DampaNEI:Dato -1.215 0.226
Posisjonmidt:DampaNEI:Dato 0.920 0.359
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Betadiversitet

Figur 9 viser de to farste aksene av en PCoA analyse. Dette er en visuell representasjon av
forskjellen i sammensetning av slekter mellom prgvene, der fargen representerer
prevetakningsdatoen til pregven, og formen viser om prgven kommer fra dampet eller ikke-
dampet jord. Pravene fra dampa og ikke-dampa jord skiller pa x-aksen som forklarer 51.6%
av forskjellen. Pa y-aksen, som representerer 8.4% av forskjellen varierer i stgrst grad praver
fra ulike datoer og da spesielt prgvene fra dampa jord. Dette plotet viser at det var en stor
forskjell mellom de dampa og ikke-dampa prevene. De ikke-dampa var veldig like og ligger
som en klynge til hgyre i figuren. De dampa endret seg over tid og ligger mer spredt, men de
to siste datoene ligger mer samla, altsa 25.08.2023 og 27.09.2032. Det er noen dampa som
ligger lengre mot de ikke-dampa prgvene, men totalt sa var det en tydelig forskijell.
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Figur 9: PCoA sqrt Bray curtis plot som viser forskjellen mellom de forskjellige pravene. X-aksen
forklarer 51.6% av forskjellen, mens y-aksen forklarer 8.4% av forskjellen. Fargene viser til

prgvetakningsdatoen og formen viser om prgven er dampa eller ikke.

Adonis testen viser at dampbehandlingen forklarer over 50% av forskjellen mellom prgvene,
og at dato forklarer nesten 3% (tabell 8). Dette samsvarer godt med figur 9, og det bekrefter
at det er behandlingen som hadde mest a si for forskjellen mellom pravene. Det bekrefter
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ogsa at tiden hadde noe 4 si, men pa langt nar like mye. Interaksjonen mellom de to hadde

0gsa noe a si, litt under 2%.

Tabell 8: Resultatet av adonis testen som ser pa forskjellen mellom de forskjellige pravene. R2 viser
hvor stor andel av forskjellen hver faktor representerer.

R2 Pr(>F)
Dampa 0.51007 0.001
Dato 0.02910 0.001
Dampa:Dato 0.01699 0.001
Residual 0.44384

Figur 10 viser fire heatmap, et for hver innsamlingsdato, som visualiserer hvilke slekter som
finnes i hvilke praver, altsa kan man se hvilke slekter som var mest fremtredende blant
pravene, mengden av hver slekt i pravene og antallet i hver prgve. Her er det tydelige
fremtredende slekter som strekker seg over de fleste pravene, men ogsa en del slekter som
ikke finnes i mange prgver. Hvert heatmap viser tydelig at det var en forskjell mellom hvilke
slekter som dominerer de dampa og ikke-dampa prgvene. Figur 10 viser tydelig at det var fa
slekter i dampa praver rett etter damping og at flere slekter kom inn ved senere innsamla
praver. Disse nye slektene som kommer inn i de dampa prevene samsvarer derimot i liten

grad med slektene i ikke-dampa prover.
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Figur 10: Et heatmap for hver dato over hvilke slekter som finnes i hver prave, de er sortert etter
behandling. De ikke-dampa prevene er farst, sa de dampa. Det var en tydelig forskjell for alle fire

datoene.

Sammensetning

Random forest modellene ble brukt sammen med en taksonomisk tabell og er vedlagt som

vedlegg 4 og 5 henholdsvis.

Random forest modellen for alle datoene viste at det var familiene Nitrososphaeraceae,
Bacillaceae, Chthoniobacteraceae, Micrococcaceae, Clostridiaceae, Paenibacillaceae,
Pedosphaeraceae, Xiphinematobacteraceae og Bryobacteraceae som i sterkest grad skilte
dampa og ikke-dampa prgver. Bacillaceae og Paenibacillaceae var de som dominerte i de
dampa prgvene, mens de resterende 7 familiene var det mest av i de ikke-dampa prevene
(figur 11). I tabell 9 er resultatene av Mann-Whitney-U testene som viser at det var

signifikant forskjell pa dampa og ikke-dampa for alle familiene.
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Figur 11: Viser mengden av 9 vanlige familier i pravene. De er delt inn etter om de er dampa eller
ikke, og det tas ikke hensyn til dato. Den sorte streken indikerer medianen, og den hvite boksen er de
midterste 50% av malingene. Linjene over og under boksene er gvre og nedre 25% av malingene og

prikkene representerer prgvene.

Tabell 9: Resultatene av Mann-Whitney-U test. Her kan man se at det var signifikant forskjell i

mengden i dampa og ikke-dampa jord for alle 9 familier.

Familie P-verdi
Nitrososphaeraceae | < 2.2e-16
Bacillaceae | < 2.2e-16
Chthoniobacteraceae | 1.951e-12
Micrococcaceae | < 2.2e-16
Bryobacteraceae | < 2.2e-16
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Clostridiaceae | < 2.2e-16
Paenibacillaceae | < 2.2e-16
Pedosphaeraceae | < 2.2e-16

Xiphinematobacteraceae | < 2.2e-16

Som figurene 12-15 viser var det stgrre mengde av familiene Planococcaceae,
Paenibacillaceae, Alicyclobacillaceae, Brevibacillaceae, Thermoactinomycetaceae og
Bacillaceae, som alle er en del av klassen Bacilli, i dampa jord enn i ikke-dampa jord.
Forskijellen er ikke like stor for alle, men det ser ut til & veere en forskjell. Mann-Whitney-U
testene bekrefter at det var en forskjell i mengden mellom dampa og ikke-dampa jord for
familiene Paenibacillaceae, Brevibacillaceae og Bacillaceae ved alle datoene hvor de er
vanlige. Planococcaceae, er blant de vanligste for alle fire datoer, og selv om det i figurene
12-15 ser ut til at det var en forskjell, sier Mann-Whitney-U testene at det ikke var det.
Forskjellen var ikke signifikant for noen av datoene. Alicyclobacillaceae ser ut det ut til &
veere mer av i dampa enn i ikke-dampa jord. Mann-Whitney-U testen viste derimot at
forskjellen i dampa og ikke-dampa jord ikke var signifikant for 28.06.2023, og at den var det
for 27.09.2023 (tabell 11 og 13). Thermoactinomycetaceae ser veldig lik ut i dampa og ikke-
dampa jord (figur 12) og Mann-Whitney-U testen bekreftet at forskjellen ikke var signifikant
(tabell 10).

Symbiobacteraceae og Gemmatimonadaceae er to av familiene som det sa ut til & veere mer
av i dampa enn i ikke-dampa jord som ikke er en del av Bacilli klassen (figur 13 og 15).
Mann-Whitney-U testen bekrefter at Symbiobacteraceae familien hadde en signifikant
forskjell (tabell 11). For Gemmatimonadaceae familien derimot var det ikke signifikant
forskjell (tabell 12).

Chitinophagaceae, Methylophilaceae, Weeksellaceae og Comamonadaceae var veldig like i
dampa og ikke-dampa jord, selv om alle hadde noen hgyere verdier i dampa jord. Familien
Chitinophagaceae var vanlig ved den siste prgvetakningsdatoen. Mann-Whitney-U testene
viser at forskjellen var signifikant i prevene tatt 25.08.2023 (tabell 12). Comamonadaceae
var kun blant de vanligste i prevene tatt 28.06.2023, og forskjellen var signifikant (tabell 11).
Weeksellaceae var det lite av i bade dampa og ikke-dampa praver tatt 28.06.2023, men det
var ikke signifikant forskjell (tabell 11). For Methylophilaceae var heller ikke forskjellen
signifikant i dampa og ikke-dampa praver tatt 25.08.2023 (tabell 12).
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Familien Intrasporangiaceae er den eneste familien som ser veldig lik ut i dampa og ikke-
dampa jord, men som har noen hgyere verdier i ikke-dampa jord (figur 14). Mann-Whitney-U

testen viste at forskjellen var signifikant (tabell 12).

Clostridiaceae var det mindre av i dampa jord enn i ikke-dampa, men det var noe igjen ved
farste prevetakningsdato. Ved pravetakning 2 var den sa a si ikke til stede i dampa jord (figur
12). Mann-Whitney-U testene bekrefter at forskjellen er signifikant og at det var starre
forskjell i pravene tatt 28.06.2023 enn i prevene tatt 20.06.2023 (tabell 10 og 11).

Nitrososphaeraceae var det lite av i dampa jord i prevene tatt 20.06.2023 og 27.09.2023, og
forskjellen var signifikant for begge datoene (tabell 10 og 13). Saprospiraceae og
Chthoniobacteraceae var det sa a si ingenting av i dampa jord og familiene var ikke blant de
vanligste ved noen andre prgvetakingsdatoer enn den farste. Mann-Whitney-U testene

bekrefter at forskjellen var signifikant for begge familiene (tabell 10).

Familiene Micrococcaceae og Oxalobacteraceae var bare blant de vanligste i prevene tatt
25.08.2023. Micrococcaceae sa det ut til & vaere mest av i ikke-dampa jord, mens
Oxalobacteraceae sa det ut til & veere mest av i dampa jord (figur 14). Mann-Whitney-U
testene bekrefter at det er en signifikant forskjell i dampa og ikke-dampa jord for begge

familiene.

For 27.09.2023 var familiene Micromonosporaceae, Anaerolineaceae, Pedosphaeraceae og
Xanthobacteraceae vanlige. | figur 15 ser det ut til at det var mer i ikke-dampa jord enn i
dampa jord for alle familiene utenom Micromonosporaceae. Mann-Whitney-U testene

bekrefter at alle familiene hadde signifikant forskjell (tabell 13).
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Figur 12: Viser ni vanlige familiene i jordpravene som ble tatt den 20.06.2023, delt etter familie og
damping. Den sorte streken indikerer medianen, og den hvite boksen er de midterste 50% av
malingene. Linjene over og under boksene er gvre og nedre 25% av malingene og prikkene

representerer prgvene.

Tabell 10: Resultatene av Mann-Whitney-U testene gjort pa familiene som var vanligst i prgvene tatt
20.06.2023. Her var det signifikant forskjell i mengden i dampa og ikke-dampa jord for alle familiene

utenom Planococcaceae og Thermoactinomycetaceae.

Familie P-verdi

Planococcaceae | 0.4477
Paenibacillaceae | 9.256e-06

Clostridiaceae | 0.003247
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malingene. Linjene over og under boksene er gvre og nedre 25% av malingene og prikkene

representerer prgvene.
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Tabell 11: Resultatene av Mann-Whitney-U testene gjort pa familiene som var vanligst i prevene tatt
28.06.2023. Her var det signifikant forskjell i mengden i dampa og ikke-dampa jord for alle familiene
utenom Alicyclobacillaceae, Weeksellaceae og Planococcaceae.

Familie P-verdi

Alicyclobacillaceae | 0.06067

Bacillaceae | 0.0004948
Paenibacillaceae | 3.119¢-13
Brevibacillaceae | 2.724e-06
Clostridiaceae | 5.131e-05
Symbiobacteraceae | 0.0001632

Planococcaceae | 0.1172

Weeksellaceae | 0.3689

Comamonadaceae | 0.0146
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Figur 14: Viser de ni vanlige familiene i prevene tatt den 25.08.2023, delt etter familie og damping.
Den sorte streken indikerer medianen, og den hvite boksen er de midterste 50% av malingene. Linjene

over og under boksene er gvre og nedre 25% av malingene og prikkene representerer prgvene.

Tabell 12: Resultatene av Mann-Whitney-U testene gjort pa familiene som var vanligst i prevene tatt
25.08.2023. Her var det signifikant forskjell i mengden i dampa og ikke-dampa jord for alle familiene

utenom Planococcaceae, Gemmatimonadaceae og Methylophilaceae

Familie P-verdi
Brevibacillaceae | 7.415e-09
Intrasporangiaceae | 0.005375

Methylophilaceae | 0.3173

Planococcaceae | 0.3223
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Gemmatimonadaceae | 0.1019
Chitinophagaceae | 0.0009501
Oxalobacteraceae | 5.3e-09

Micrococcaceae | 0.003099
Paenibacillaceae | < 2.2e-16
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Figur 15: Viser de ni vanlige familiene i prgvene tatt den 27.09.2023, delt etter familie og damping.
Den sorte streken indikerer medianen, og den hvite boksen er de midterste 50% av malingene. Linjene

over og under boksene er gvre og nedre 25% av malingene og prikkene representerer pravene.
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Tabell 13: Resultatene av Mann-Whitney-U testene gjort pa familiene som var vanligst i prevene tatt
27.09.2023. Her var det signifikant forskjell i mengden i dampa og ikke-dampa jord for alle familiene

utenom Planococcaceae.

Familie P-verdi

Micromonosporaceae | 9.46e-07
Paenibacillaceae | 2.363e-15
Brevibacillaceae | 7.415e-09

Alicyclobacillaceae | 0.005352
Planococcaceae | 0.09098
Nitrososphaeraceae | < 2.2e-16
Anaerolineaceae | 4.534e-08
Pedosphaeraceae | 4.114e-08
Xanthobacteraceae | 4.452e-11
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Diskusjon

| denne studien fant jeg at jorddamping farte til en kraftig og signifikant reduksjon av
mengden DNA i jordprgvene.. Dagen etter dampingen var medianen til DNA
konsentrasjonene i de dampa prevene ca 10 ng/puL, mens i ikke-dampa prever var medianen
ca 200 ng/puL. DNA mengden i dampa jord gkte over tid, men den var fortsatt signifikant
lavere enn i ikke-dampa jord etter tre maneder. DNA mengden kan brukes som et mal pa
mengden organismer i jorda. Damping har da sannsynligvis fart til en kraftig reduksjon av

organismer noe som ogsa var forventet.

Dette er det motsatte av det som tidligere er funnet, Crandall et al. (2023) fant at dampingen
de gjorde ikke fjernet DNA-et i jorda. Dette stattes av tidligere forskning som viser at fritt
DNA kan holde seg stabilt i jord lenge dersom det binder seg til jordpartikler (Levy-Booth et
al., 2007). I gjennomsnitt kan 40% av DNA-et i en jordprgve veere fritt DNA (Carini et al.,
2016).

Diversiteten i dampa og ikke-dampa var det ogsa tydelig forskjell pa. Nar det gjelder
alfadiversiteten sa gkte den signifikant i bade praver fra dampa og ikke-dampa jord for alle
datoene utenom 28.06.2023. Interaksjonen var ogsa signifikant, foruten om
DampaNEI:dato27sept, noe som tyder pa at gkningen generelt var stgrre i dampa jord.
Alfadiversiteten var ogsa signifikant forskjellig i dampa og ikke-dampa jord for alle datoene.
Posisjonen hadde ikke noe a si for diversiteten, dette indikerer at organismer i liten grad

migrerte fra den ikke-dampa jorda til den dampa jorda.

At alfadiversiteten er lavere i dampa jord stattes av tidligere forskning (Tanaka et al., 2003).
Forskjellen her ligger i at Tanaka et al. (2003) fant at diversiteten i dampa jord spratt opp
igjen relativt raskt etter dampingen. Tidligere forskning har ogsa funnet det samme som jeg,
at diversiteten faktisk ikke kommer seg opp pa samme niva i dampa jord som i ikke-dampa
jord (Roux-Michollet et al., 2008).

@kningen i ikke-dampa jord kommer muligens fra en naturlig gkning i diversitet gjennom
vekstsesongen og det sammenfaller ogsa med gkt mengde planter i de ikke-dampa rutene. Vi
observerte ved prgvetakningene at plantelivet var annerledes pa de dampa rutene kontra de
ikke-dampa rutene, dette var veldig tydelig ved de to siste pravetakningsdatoene, altsa
25.08.2023 0g 27.09.2023. De ikke-dampa rutene hadde mye vekst, mens de dampa hadde

lite (figur 16). Dette kan vaere en faktor som bidrar til forskjellene nar det kommer til DNA
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konsentrasjon, diversitet og sammensetning. Tidligere forskning har sett at dersom det
plantes i dampa jord sa gker diversiteten i jorda (Li et al., 2022). De fant at diversiteten gikk
ned etter damping, men at etter de plantet i den dampa jorda gikk diversiteten opp til samme
niva som ikke-dampa jord. Om plantedekket har vert en faktor her kan ikke testes innenfor

dette prosjektet, men det kan veare noe som kan vare interessant a se pa for et annet prosjekt.

Figur 16: Forskjellen pa jorda som har blitt dampa og jorda rundt som ikke er dampa. Den dampa
jorda har lite vekster i forhold til jorda rundt. Bildet er tatt 25.08.2023

Damping ferte ogsa til en kraftig endring i betadiversiteten eller ssmmensetningen av slekter
i jorda. Jeg observerte at antallet slekter gkte utover i sesongen i de dampa prgvene, men det
ser ikke ut som det er de samme slektene som dominerte i ikke-dampa jord som kom inn i

den dampa jorda.

Random forest ga grunnlaget for figurene 11-15 og der er det mulig a se at noen av de som
talte dampingen best var familier som er en del av klassen Bacilli. Dette er sporedannende
bakterier og det er derfor forventet at disse skulle klare seg bedre enn familier som ikke kan
danne sporer (Jonsmoen et al., 2023). Det som er mer overaskende er at familien Clostridiace
ikke talte dampingen, og hadde en nedgang som kan sees i figurene. Denne familien er en del
av klassen Clostridia som ogsa er sporedannende (Paredes-Sabja et al., 2011). Derfor hadde
det veert lett & anta at de ogsa ville klare seg i den dampa jorda, men det har de ikke.

Andre familier som det er signifikant mer av i ikke-dampa jord er Nitrososphaeraceae,
Intrasporangiaceae, Saprospiraceae, Bryobacteraceae, Xiphinematobacteraceae,
Xanthobacteraceae, Micrococcaceae, Chthoniobacteraceae, Pedosphaeraceae og

Anaerolineaceae.
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Nitrososphaeraceae er en familie som oksiderer ammoniakk (Yang et al., 2021), og
Intrasporangiaceae familien inneholder arter som kan fjerne fosfor fra miljget (Stackebrandt

et al., 2014). Disse familiene kan derfor veere bra a fa fjernet.

Saprospiraceae er en familie som kan bryte ned komplekse organiske forbindelser
(Kondrotaite et al., 2022). Bryobacteraceae er en familie som bryter ned polymerere, som
sukker og polysakkarider (Xiao et al., 2024). Familien Xiphinematobacteraceae bryter
muligens ned organisk karbon, og resirkulerer neringsstoffer (Lee et al., 2022; Zhang et al.,
2020). Xanthobacteraceae er en familie som kan bryte ned pyren og fiksere nitrogen (Ge et
al., 2024; Zhu et al., 2018). Micrococcaceae er en familie som blant annet inneholder arter
som kan produsere antimikrobielle stoffer (Martin et al., 2007). Familien har i tillegg blitt
koblet til gkte mengder neringsstoffer i jord (Jin et al., 2022). Chthoniobacteraceae familien
kan veere koblet til a tilgjengeliggjare nitrogen i jordsmonnet og noen arter kan bidra til
nedbrytningen av organisk karbon (Duan & Bau, 2021; Ren et al., 2023). Pedosphaeraceae
familien er koblet til bioremediering av kadmium og gkt plantevekst (Yuan et al., 2022).
Anaerolineaceae er en annen familie som kan bidra i fjerningen av kadmiun fra jord (Meng et
al., 2019). Alle disse familiene kan vere positive & ha i jorda, men alle blir signifikant

pavirket av damping. Flere er til stede i noen dampa praver, mens noen er ikke det.

Familier som ikke ble signifikant pavirket av dampingen er Gemmatimonadaceae,
Methylophilaceae og Weeksellaceae. Gemmatimonadaceae er en vanlig familie i jordsmonn
og er en del av en fylum som har mange polyphosphate-accumulating bakterier, altsa
bakterier som kan fjerne fosfor fra jordsmonnet (Ding et al., 2018; Wang et al., 2020). Dette
kan vaere en familie det kan vaere gunstig a fjerne. De to andre familiene derimot kan vare
positive i jorda. Methylophilaceae er en familie som kan bryte ned dimetylsulfid, og som
inneholder arter som er vekstfremmende (Eyice et al., 2015; Macey et al., 2020).
Weeksellaceae er ogsa en vekstfremmende familie, og som kan bidra til blant annet gkt
biomasse hos planter (Zhao et al., 2024).

Familier som det var signifikant mer av i dampa jord og som ikke er en del av Bacilli
familien er Symbiobacteraceae, Comamonadaceae, Oxalobacteraceae, Micromonosporaceae

og Chitinophagaceae.

Symbiobacteraceae er en familie som nylig har blitt koblet til denitrifisering og utslipp av
N2O (D.-C. Hao et al., 2021), og er derfor enda en familie som er gunstig a fa fjernet. Den har
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ogsa blitt koblet til syntrophic acetate-oxidizing, altsa oksidering av acetat, som slipper ut
COz (L. Hao et al., 2021).

Comamonadaceae familien er koblet til arsenittoksidering, altsa at den bryter ned arsenitt til
arsenate som er et mindre farlig stoff (Huang et al., 2024). Oxalobacteraceae er en familie
som kan bidra til gkt nitrogenopptak hos planter (Yu et al., 2021). Micromonosporaceae er en
familie som har blitt koblet til blant annet resirkulering av neeringsstoffer (Trujillo et al.,
2014). Familien kan ogsa danne sporer og tidligere forskning har ogsa funnet at den taler
varmebehandling (Khan et al., 2020). Den siste familien er Chitinophagaceae. Dette er en
familie som har blitt koblet til gkt sykdomsresistens hos planter fordi de produserer enzymer
som kan bryte ned kitin i celleveggen til sopp (Carriéon et al., 2019). Disse familiene kan veere

gunstige a ha i jord.

Fra behandling til siste prevetakning er det 101 dager, litt over tre maneder. Dette er en
relativt kort tidsramme som kan gjare at hele bildet ikke syns. Det er mulig at de dampa
rutene har blitt likere de ikke-dampa n&, men det motsatte er ogsa mulig, at de har bevegd seg
endra lengre unna de ikke-dampa. Dette kan ikke testes innenfor denne oppgaven, men det

noe som kunne vert interessant a se pa i et annet prosjekt.
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Konklusjon

Denne oppgaven har sett pa hvilken effekt jorddamping har pa jordgkosystemet. Den har sett
pa den umiddelbare og langsiktige effekten av jorddamping pa jordgkosystemet, som var
hovedmalet med oppgaven. Den umiddelbare effekten er at DNA konsentrasjonen og
diversiteten er mye lavere i dampa enn i ikke-dampa jord. | tillegg er det en del
bakteriefamilier som ikke taler dampingen, og noen som dominerer i den dampa jorda.
Langsiktig sa gkte DNA konsentrasjonen og diversiteten over de tre manedene. Dessuten blir
bade familier som er gunstige a ha i jord og bakterier som ikke er gunstige i jord pavirket, det

motsatte er ogsé sant.

Det farste delmalet var a se pa forskjellen i DNA konsentrasjon i dampa og ikke-dampa jord
over tid. Den tilhgrende hypotesen var at DNA konsentrasjonen vil vere hgyere i ikke-dampa
jord, og vil stige med tiden i den dampa jorda. Det stemte at DNA konsentrasjonen var
hayere i ikke-dampa jord og at den gkte med tiden i dampa jord, men DNA konsentrasjonen
steg ogsa i den ikke-dampa jorda. DNA konsentrasjonen i dampa jord tok aldri igjen

konsentrasjonen i ikke-dampa jord.

Delmal to var a se pa jordgkosystemet og dets sammensetning. Jordgkosystemet bestar av
bade gunstige og ugunstige bakteriefamilier, bade far og etter damping. Mange av familiene
var viktige i a tilgjengeliggjare neeringsstoffer, fjerne hemmende stoffer eller
sykdomsresistens, men det er ogsa familier som fjerner naringsstoffer i jorda. Den tilhgrende
hypotesen sa at jorddamping vil ha en stor effekt pa jordgkosystemet, men jordgkosystemet
vil klare & “bygge” seg opp igjen. Jordgkosystemet ble pavirket av dampingen og den bygde

seg opp igjen med tiden, men ikke sa den ble lik til jordgkosystemet i den ikke-dampa jorda.

Det siste delmalet var & se pa forskjellen i diversitet og sammensetningen i dampa og ikke
dampa jord over tid. Diversiteten ble aldri lik over de tre manedene, ettersom den steg i bade
dampa og ikke-dampa jord, men den steg mer i dampa jord. Sammensetningen ble heller ikke
lik, det var noen familier som var relativt like i dampa og ikke-dampa jord, men de fleste var
det enden mest av i dampa eller ikke-dampa jord. Hypotesen sa at det vil veere stor forskjell i
diversitet og sammensetning mellom dampa og ikke-dampa jord, men den vil minske over
tid. Det stemte at alfadiversiteten var forskjellig og at den minsket over tid, men denne ble
heller ikke lik. Betadiversiteten viste at pravene fra dampa og ikke-dampa jord ikke ble like,
og viste heller ikke tendenser til det, dette ble videre bekreftet ved a se pa sammensetningen.
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Et lignende prosjekt bar gjagres over en lengre tidsperiode, hvor man far et innblikk etter mer
enn tre maneder. Da vil man kunne fa et bilde over hvordan gkosystemet er etter for
eksempel endt vekstperiode eller etter en frostperiode. En annen studie som bgar gjares er a se

pa hvordan plantelivet pavirker diversiteten og sammensetningen i dampa jord over tid.
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