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Bilaga E — eDNA analys

Amanda Andreasson

1. Introduktion

Detta ar en bilaga till kandidatarbetet jdmférelse av jordkvalitet mellan olika typer av markanvédndning i
jordbruk. Pa grund utav tidsbrist exkluderades analys av de efterskickade eDNA-resultaten fran kandidatarbetet
och redovisas istallet i denna bilaga. Analysen skickades med hjalp av IVL svenska miljoinstitutet till
genomikforetaget Novogene. eDNA-analysen som efterskickades baserades pa metabarcoding och sekvensering
av svamp (markor ITS2) och bakterier (markor 16S).

eDNA-analysen fran Novogene redovisades med hjalp utav ett antal rapporter samt filer innehallandes de
erhallna resultaten. | detta dokument analyseras 8 olika redovisningsformer givna fran eDNA-analysen utférd av
Novogene. Dessa redovisningsformer ar kopplade till nagon utav féljande évergripande analysmetod:
community difference analysis, alpha diversity, OTU/ASV analysis and taxonomic annotation eller beta analysis.
For att minimera risken for missférstand och feltolkningar kommer titlarna pa samtliga redovisningsformer och
analysmetoder vara identiska med de som givits av Novogene, darav kommer dessa vara skrivna pa engelska.
Vissa termer kommer ocksa vara skrivna pa engleska. Dokumentet kommer att kort beskriva de 6vergripande
analysmetoderna som aterfinnes i Novogenes rapporter, samt ge en kort forklaring kring de redovisningsformer
som har analyserats i detta dokument. Syftet med dessa beskrivningar och forklaringar ar att lasaren skall kunna
forsta resultatet som analyserats och informationen kring detta ar baserad pa de rapporter som erholls fran
Novogene.

Information kring provtagningsplatser, specifika prover, grupper och resonemang kring varfor dessa valdes
aterfinnes i kandidatarbetet jadmférelse av jordkvalitet mellan olika typer av markanvéndning i jordbruk. Viss
information atergives i detta dokument under avsnitt 1.1, for att underlatta for lasaren.

1.1 Information for lasaren

11 prover togs och undersoktes, i detta dokument benamns dessa prover nastan i enlighet med hur de benamns
i det namnda kandidatarbetet, med skillnaden att det star ett “p” framfor samtliga prov (exempelvis 1A i
kandidatarbetet benamns har p1A). Utover detta skapades 5 grupper baserade pa de 11 proverna (g1, g2, g3,
g4, g5) dessa benamns i detta dokument som “separata grupper”. | Novogenes analys finns ocksa gruppen g5.2,
vilket ar identisk med grupp g5. Utifran dessa 5 grupper skapades sedan tva storre grupper (glg4, g2g3) som i
detta dokument bendmns som “kombinerade grupper”. Om observationerna galler bade separata grupper och
kombinerade grupper bendmns detta endast som “grupper”.



Grupperna inkluderar olika antal prover enligt nedan;
gl: 2 prover

g2: 1 prov

g3: 3 prover

g4: 2 prover

g5, g5.2: 3 prover

glg4: 4 prover

g2g3: 4 prover

Prov pB bendmns i denna rapport som “dunge med bjorktrad”, “bjorkdunge” och “orérd mark med trad” utifran
olika situationer, men samtliga beskrivningar hanvisar till pB.

For att fortydliga vad som diskuteras fargmarkeras férsta raden beroende pa vad som diskuteras; markor ITS2
(svampar), markor 16S (bakterier), bade svampar och bakterier.

Nedan aterfinnes tabeller och figurer fran namnt kandidatarbete som kan vara extra hjalpsamma vid
genomlasning av detta dokument:

Figur 1: Karta 6ver omrdden med provtagna félt angivna.



Tabell 1: Beskrivning av provtagningsfdlt, nuvarande grédor samt véxtodlingsféljd tillbaka till 2015.

Filt 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
1A Havre, Rodkléver Havre, ti- Timotej Timotej 2 Timotej Timotej Vall Konservirter
rédkléver motej

Agroforestry,| Havre, Rodklover Havre, ti- Timotej Timotej 2 Timote] Timotej Vall Konservirter,
1B Rédklsver motej med  tridd

(tva idpple,

en hassel)
2A Trada Rorsvingel, Rorsvingel Vitklover, Vitklover Havre Hostvete  Havre, Angssvingel

hostraps havre Angssvingel
3A Akerbéna Timotej, Timotej Timotej Timotej 3 Timotej Hostraps Hostvete, Vitklover
havre vitklsver
insadd
3B Gronfoder Hostraps  Hostvete
4A Varvete Havre Hostrag Hostraps
4B Trada Hostraps
4C Havre, Vall Betesvall 2
slatter,
betesvall

Grannen, G Vall Vall Vall Vall
11C Vall, | Vall Vall Vall Vall Vall Trida, Betesvall 1 Betesvall 2 Betesvall 2
Salbo betesvall
Bjorkdunge

Tabell 2: Grupperingar for félten utifran deras egenskaper.

Grupp 1 |Grupp 2 |Filt Beskrivning

gl led 1A, 1B Nyligen pl6jd mark
gd §'8 9A,3A | Ettarig vall

g2 903 B Orérd mark med trad
g3 566 4C, G, 11C | Flerarig vall

g5 3B, 4A, 4B |Ej vall

2. Analysmetoder och jamforelser inom dessa

Detta kapitel beskriver de 6vergripande analysmetoder samt redovisningsformer som undersoktes. Resultaten
kopplade till de undersokta redovisningsformerna visas och diskuteras.

2.1 OTU/ASV analysis and taxonomic annotation

Vid brusredusering av datan anvands en metod kallad DADA?2. Fran denna fas deduplicerade sekvenser, en
sadan sekvens kallas ASVs (Amplicon Sequence Variants) eller feature sequence. Novogene anvander sedan
QIIMEZ2’s classify-sklearn algoritm och med hjélp av en fortranad Naive Bayes classifier kan de undersoka vad for
organismer som representeras av varje ASVs (species annotation). Utifran information kring vad for organismer
som representeras av varje enskild ASVs, och den relativa representationen for denna organism i de olika
proverna, kan tabeller genereras som beskriver populationstatheten for olika arter inom proverna (species
abundance tables).



2.1.1 Venn and flower diagram

| detta avsnitt analyseras venn diagram i avseende av bade enskilda prover samt gruppjamforelser.
Venndiagrammen baseras pa ASVs.

Markér ITS2 (svampar), hadanefter bendmnd svampar:

Jdmférelse av enskilda prover:

Tabell 3: Tabellen visar hur ménga unika ASVs fér svamp som registrerades i varje prov, samt information om respektive prov;
vilka grédor som odlas ddr fér tillfdllet och en beskrivning av den enskilda grupp som provet tillhér. Grupptillhérigheten dr
ocksd fdargmarkerad. Proverna dr ordnade fran ldgsta vérde till hgsta. Differenskolumnen visar differensen gdllande ASVs
mellan provet pG den aktuella raden och prov frén en rad tidigare.

1]
pIG, £B
247 483
piC 5]
224 345

piB

core s
338 140 232 P?A SVAMP Nuvarande grodor Grupptillhérighet Prov ASVs Differens
4B - p1A :2A konservartor+agroforestry g1, nyligen plojd mark plB 213 0
PaA vall g3, flerdrig vall paC 224 11

389 255 paA =
poB konservartor g1, nyligen plojd mark p1A 232 8
308 238 B vitkléver g4, forstadrsvall p3A 238 6
P38 p2A pac .

G vall g3, flerarig vall plic 247 9
o - angsvingel g4, lérstaérsuall p2A 255 8
hostraps g5, ej vall pP4A 309 54
hostraps, fore detta i trada g5, ej vall p4B 338 29
vall g3, flerdrig vall pG 346 8
hostvete g5, ej vall p3B 389 43
dunge med bjérktrad g2, orérd mark med trdd pB 483 94

Figur 2: Venndiagram éver samtliga enskilda prover avseende svampar

Observationer:

Differensen mellan det hogsta vardet och minsta vardet ar 270. Prov pB (som utgor g2) har éverlagset hogst
varde. Samtliga prov fran gruppen g5 (ej vall) och g2 (orérd mark med trad) ar pa det 6vre spektrumet. Proverna
som tillnor g3 (flerarig vall) ar inte enhetliga, men den aldsta vallen (pG) ligger i det 6vre spektrumet. De prover
som tillhor g4 (ettarig vall) ligger mot mitten av spektrumet, och prover som ingar i gl (nyligen pl6jd mark) ligger
i det undre spektrumet. Det ses inte nagra indikationer pa att prover som ligger geografiskt bredvid varandra
ocksa har liknande vérden.

Utstickande varden inom enskilda prover for svampar:

Relativt fa: Ingen stor differens mellan de vardena som &r laga (6 stycken utan stor differens), har
tycks det inte vara nagra stora utstickare.

Relativt manga: p3B (389), pB (483)

Markor 16S (Bakterier), harifran benamnd bakterier:
Jémférelse av enskilda prover:

Tabell 4: Tabellen visar hur ménga unika ASVs fér bakterier som registrerades i varje prov, samt information om respektive
prov; vilka grédor som odlas ddr for tillféllet och en beskrivning av den enskilda gruppen som provet tillhér.
Grupptillhérigheten dr ocksa fargmarkerad. Proverna dr ordnade fran ldgsta vérde till hgsta. Differenskolumnen visar
differensen gdllande ASV's mellan provet pa den aktuella raden och prov fran en rad tidigare.



#B
P?A BAKTERIER Nuvarande gridor Grupptillhgrighet Prov ASVs Differens
:m konservértor g1, nyligen plajd mark plA 622 0
p3A héstraps, fére detta i trida g5, ej vall p4B 631 9
o héstraps g5, ejvall paA 665 34
P'z vall £3, flerdrig vall pac 686 21
;“ ¢ angsvingel g4, forstaarsvall p2A 735 49
it o vitklover g4, forstadrsvall p3A 756 21
konservirtor+agroforestry g1, nyligen plojd mark  p1B 759 3
vall g3, flerarig vall pllC 815 56
vall g3, flerarig vall pG 828 13
héstvete g5, ej vall p3B 918 90
dunge med bjérktrad g2, ordrd mark med trid pB 1378 460

Figur 3: Venndiagram éver samtliga enskilda prover avseende bakterier (markér 16S)

Observationer:

Skillnaden mellan hogsta och minsta vardet ar 756. Prov pB (som utgor g2) har éverlagset hogst varde. Samtliga
prover innehallandes vall, g4 (ettarig vall) och g3 (flerarig vall), ligger i mitten av spektrumet. Den vall som &r
aldst (pG) far hogst varde av vallarna, men det géller i allmanhet inte att de aldre vallarna har hogre varden.
Proverna tillhérande g1 (nyligen pl6jd mark) och g5 (ej vall) kan ej ses ndgon trend inom. Det ses inte nagra
indikationer pa att prover som ligger geografiskt bredvid varandra ocksa har liknande varden.

Utstickande varden inom enskilda prover for bakterier:
Relativt fa: p1A (622), p4B (631)
Relativt manga: p3B (918), pB (1378)

Kommentarer vid jamforelse mellan resultaten fér enskilda prov av svampar och bakterier:
Avsevart fler hittade ASVs for bakterier jamfort med svampar. Vart att notera ar att p3B (hostvete), pB (dunge
med bjorktrad), pG (flerarig vall) far hoga poang bade pa svamp och bakterier. p4B (hostraps, fore detta i trada)

samt p1B (konservartor och agroforestry) far valdigt olika ranking om man jamfor resultaten fran svampar och
bakterier.

Jamforelse mellan prover och grupper som ansags vara intressanta jamférelser (se kandidatarbete for ndrmare
beskrivning kring varfér dessa var intressanta att jimféra):

2423

837

I

Figur 4: Venndiagram av grupperna g1-g2-g3-g4-g5. Den véinstra grafen avser svampar, medan den hégra grafen avser
bakterier.



Tabell 5: Tabellen visar jamforelser for prover och grupper som ansdgs intressanta att jamféra mellan. Jamférelserna gjordes
bdde i avseende av svampar och bakterier, och ér baserade pd venndiagram som dterfinnes i appendix under: 2.1.1 Venn
diagram. Kolumnen “Gemensamt” beskriver hur mdnga gemensamma ASVs som aterfanns for den specifika jamférelsen,
kolumnerna “Prov 1” och “Prov 2” hénvisar till den férstndmnda respektive sistndmnda provet/gruppen i respektive rad,
beskriven i kolumnen “Prov/grupp”. Kolumnen “Differens 1-2" beskriver differensen mellan Prov 1 och Prov 2 inom den
aktuella raden. Det prov/grupp som har hdgst virde vid respektive jimférelse markeras med grén bakgrund, och stora
vdrden inom differenskolumnen markeras med gul bakgrund.

SVAMP: Prov/grupp Gemensamt Prov1l Prov2 Differens 1-2
plA-plB 343 414 336 78
p4A-p4B 366 527 472 55
g3-g4 529 1080 658 422
g3-g4-gl-g5-g2 246
g3-g5 643 966 1265 -299
glgd-g2g3 692 1122 1489 -367
g5.2-glgd 697 1211 1117 94
g5.2-g2g3 695 1213 1486 -273
g3-glgd 631 978 1183 -205

BAKTERIER: Prov/grupp Gemensamt Provl Prov2 Differens 1-2
plA-plB 1448 1263 1418 -155
p4A-p4B 1187 1421 1307 114
g3-g4 2286 3399 2103 1296
g3-g4-gl-g5-g2 715
g3-g5 2452 3233 2930 303
glgd-g2g3 2879 3635 4398 -763
g5.2-glgd 2669 2713 3845 -1132
g5.2-g2g3 2583 2799 4694 -1895
g3-glgd 2735 2950 3779 -829

Vart att notera ar att grupperna innehaller olika antal prov (varje prov motsvarar ett falt), sannolikheten att det
aterfinnes fler ASVs pa fler antal prov ar trolig, oavsett hur falten dar proverna togs har brukats. Darav kan de
jamforelser som inkluderar grupper med olika antal prover inte med sakerhet sdgas bero pa hur marken brukas,
utan antalet prover skulle kunna ha en stor paverkan pa resultatet. Exempelvis ar bjorkdungen, pB, bast av alla
enskilda prover, men g2 (som endast innehaller pB) har ett |agt varde vid gruppjamforelser (samtliga andra
grupper innehaller fler an 1 prov).

Jamforelser:

p1A-p1B (nyligen pldjd mark - nyligen pl6jd mark med agroforestry): ingen tydlig slutsats kan dras.
o p4A-p4B (hostraps - hostraps, fore detta i trada): ingen tydlig slutsats kan dras.

e g3-g4 (3 flerarig vall, 3 falt - ettarig vall, 2 falt): g3 markant hogre varden inom bade svamp och
bakterier.

o gl-g2-g3-g4-g5 (nyligen plojd mark, 2 falt - orérd mark med trad, 1 falt - flerarig vall, 3 falt - ettarig vall,
2 falt - ej vall, 3 falt): g3 och g5 utmarker sig med hoga varden pa bade svampar och bakterier (se figur

3),

o g3-g5 (flerarig vall, 3 falt - e] vall, 3 falt): ingen tydlig slutsats kan dras.



o glgd-g2g3 (nyligen plojd mark & ettarig vall, 4 falt - orérd mark med trad & flerarig vall, 4 falt): g2g3
markant hogre varden inom bade svampar och bakterier.

e g5.2-glg4 (ejvall, 3 falt - nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 falt): glg4 markant hogre varde for
bakterier, liten differens géllande svampar.

e g5.2-g2g3 (ejvall, 3 falt - orérd mark med trad & flerarig vall, 4 falt): g2g3 hogre varde for bade svamp
och bakterier (markant hogre bakterier).

g3-glg4 (flerdrig vall, 3 falt - nyligen pl6jd mark & forstaarsvall, 4 falt): glgd hogre varden inom bade
svamp och bakterier.

Slutsatser fran ovan jamforelser:
Skillnaden mellan grupper innehallandes samma antal prov:

e g2g3 hogre varden an glgsd

Skillnad finnes, men &r en storre osakerhet kring slutsatsen da jamforelserna ar mellan grupper som innehaller
olika antal prov (kan inte dra nagon slutsats att det ar markanvandningen som &r anledningen till skillnaderna,
men kan ddremot vara indikationer kring markanvandningens paverkan):

e g3 markant hogre varden an g4

e g3 och g5 hogre varden an resterande enskilda grupper

e glg4d hogre varde dn g5.2, men endast inom bakterier

e g2g3 hogre varden an g5.2

e glgd hogre varden an g3, inte sa stor skillnad inom svamp men stérre inom bakterier.



Sammanfattning avsnitt 2.1.1:

Avsevart fler ASVs hittades for bakterier jamfort med svampar. Inom jamforelser mellan enskilda prover far p3B
(hostvete), pB (dunge med bjorktrad) och pG (flerarig vall) hoga varden inom bade svamp och bakterier, dar pB
har markant hégre varden dn resterande prover. p4B (hdstraps, fore detta i trada) samt p1B (konservértor och
agroforestry) skiljer mycket i sina placeringar vid jamférelse mellan respektive provs resultat fran svampar och
bakterier. For svampar har samtliga prov fran gruppen g5 (ej vall) hoga varden, medan prover som ingari gl
(nyligen plojd mark) erhaller laga varden. For bakterier kan en trend ses att samtliga prover innehallandes vall,
g4 (ettarig vall) och g3 (flerarig vall), ligger i mitten av spektrumet.

Angaende jamforelser mellan grupper kan det vara svart att dra slutsatser kring grupper som innehaller olika
antal prov, da det ar sannolikt att resultatet forutom brukande av marken ocksa kan paverkas av antalet prov
som gruppen innehaller. Daremot sags en tydlig skillnad mellan g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall) och glg4
(nyligen plojd mark & forstaarsvall), vilket innehaller samma antal prov, dar g2g3 far hogre varden inom bade
svamp och bakterier.
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2.2 Alpha Diversity Analysis

Alfadiversitet undersoker artrikedom och homogenitet av de mikrobiella samhallena inom de olika proverna.

2.2.1 Alpha diversity indices: Shannon diversity index

Shannon diversity index undersoker diversitet och “species evenness” inom organismsamhallen. Indexet tar
hénsyn till abundansen och artrikedomen i ett prov. Om indexet far ett hogt varde motsvarar det hog diversitet
inom organismsamhallet och att abundansen som hittas i provet ar jamnt fordelad mellan olika ASVs.

SVAMPAR:

Tabell 6: Tabellen visar virdet fér Shannon diversity index avseende svampar fér olika prover och grupper, samt information
om respektive prov och grupp. Tabellen dr uppdelad i tre delar, dédr en ny del markeras med en blankrad. Den férsta delen av
tabellen visar enskilda prover, ddrefter visas enskilda grupper och den sista delen visar kombinerade grupper.
Proverna/grupperna dr ordnade fran hégsta vérde till ldgsta virde av Shannon diversity index, delarna rankas separat frén
varandra.

Groda Grupp Prov Shannon
hostvete Ej vall p3B 7.27
dunge med bjérktrad Orérd mark med trad pB 7.068
hostraps Ej vall p4A 7.024
hostraps, fore detta i trada Ej vall p4B 6.352
angsvingel Forstaarsvall p2A 6.317
vall Flerarig vall pG 6.295
konservartor Nyligen plojd mark plA 5.824
konservartor+agroforestry Nyligen pléjd mark plB 5.697
vall Flerarig vall plicC 5.537
vall Flerarig vall paC 5.125
vitklover Forstaarsvall p3A 5.05
Ej vall, 3 prover g5 7.317
Orérd mark med trad, 1 prov g2 7.068
Flerarig vall, 3 prover g3 6.645
Forstaarsvall, 2 prover g4 5.96
Nyligen plojd mark, 2 prover gl 5.926
Bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover g2g3 7.278
Nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover glgé 6.352
Observationer:

|N

Det ar en tydlig trend att proverna som ingar i gruppen “ej vall” samtliga har hoga varden. pB far ocksa hog
ranking. Samtliga vallar och ocksa proverna som tillhor gruppen “nyligen pléjd mark” ligger pa den nedre delen
av spektrumet, daremot har proverna som innefattar gruppen “forstaarsvall” mycket skilda ranking. Vid
jamforelser mellan enskilda grupper far gl och g4 liknande vérden. Vid jamforelse med kombinerade grupper
far g2g3 hogre varden an glg4. Vid jamforelse av samtliga prover och grupper har g5, ej vall, hogst varde. Vart
att notera ar att grupperna innefattar olika antal prover, vilket kan vara en faktor som paverkar resultatet. Det
syns daremot inga tydliga trender inom detta.



BAKTERIER:
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Tabell 7: Tabellen visar vdrdet fér Shannon diversity index avseende bakterier for olika prover och grupper, samt information
om respektive prov och grupp. Tabellen ér uppdelad i tre delar, dér en ny del markeras med en blankrad. Den férsta delen av

tabellen visar enskilda prover, ddrefter visas enskilda grupper och den sista delen visar kombinerade grupper.
Proverna/grupperna dr ordnade frén hégsta vérde till Idgsta varde av Shannon diversity index, delarna rankas separat fran

varandra.

Groda Grupp

hostvete Ej vall

vitkléver Forstaarsvall
konservartor+agroforestry Nyligen pléjd mark
angsvingel Forstaarsvall
konservartor Nyligen plojd mark
vall Flerarig vall

vall Flerarig vall

vall Flerarig vall
hostraps Ej vall

dunge med bjérktrad Orord mark med trad

hostraps, fore detta i trada Ej vall

Flerarig vall, 3 prover
Forstaarsvall, 2 prover

Ej vall, 3 prover

Nyligen plojd mark, 2 prover
Orérd mark med trad, 1 prov

Bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover
Nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover

Observationer:

Proverna som innefattar gruppen “ej vall” far valdigt skilda varden, medan resterande prover ar mer enhetliga
(da pB ar ensam i sin grupp kan ej nagot sagas om hur enhetlig denna grupp ar). Proverna som innefattar
grupperna “férstaarsvall” och “nyligen pléjd mark” far héga varden, medan proverna som tillhor gruppen

Prov
p3B
p3A
plB
p2A
plA
pG
pacC
plicC
p4A
pB
p4B

g3
g4
g5
gl
g2

g2g3
glga

Shannon

10.405
10.358
10.343

10.3
10.231
10.211
10.215
10.193
10.185
10.005

9.97

10.629
10.577
10.539
10.475
10.005

10.792
10.722

“flerarig vall” ligger i mitten av spektrumet. Prov pB ligger i nedre delen av spektrumet.

Vid jamforelse av enskilda grupper rankas bada vallgrupperna (g3 & g4) hogt. Darefter rankas g5, vilket ar

intressant da denna grupp har tva av tre prover som rankas valdigt lagt. g1 och g2 rankas bada lagt, dar g2 har
ett markant lagre varde jamfort med andra enskilda grupper. Da kombinerade grupper jamfors far g2g3 hogre

varden jamfort med glg4. Vid jamforelse av samtliga prov och grupper har g2g3, bjérkdunge & flerarig vall,
hogst varde. Vart att notera ar att grupperna innefattar olika antal prover, vilket kan vara en faktor som

paverkar resultatet. Det syns daremot inga tydliga trender inom detta.

En anmaérkning ar att resultatet for gruppjamforelserna skiljer sig fran resultatet for jamforelser mellan enskilda

prover. Exempelvis rankas g3 hogre dn g4 och g1, men samtliga prover som innefattar g4 och gl far hogre

varden jamfort med de prover som innefattar g3.
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Sammanfattning avsnitt 2.2.1:

|u

Prov som innefattas av gruppen “ej vall” samt prov pB har hog ranking pa Shannon diversity index fér svampar,
daremot far de lag ranking for bakterier (exklusive p3B). Ndgot som &r vart att anmarka &r att prov p3B rankas hogst
av de enskilda proverna for bade svampar och bakterier. Prover dar det odlas vall samt de prover som innefattas av
gruppen “nyligen plojd mark” erhaller lagre ranking for svampar jamfort med bakterier.

Vid jamforelser mellan grupper far g2g3 hogst ranking av de kombinerade grupperna for bade svamp och bakterier.
Av de separata grupperna far g1 laga varden for bade svampar och bakterier. g2 samt g5 far hogst ranking inom
svampar men lagre ranking inom bakterier, tvartemot far g3 och g4 lagre ranking inom svampar och hog ranking inom
bakterier. Vid jamforelse av g3, flerarig vall, och g4, forstaarsvall, far g3 hogre varden for bade svampar och bakterier.
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2.2.2 Biodiversity curves: rank abundance curves of alpha

Graferna “Rank abundace curves of alpha” visar artrikedom och “species evenness”. ASVs rankas beroende pa
antalet individer av varje ASVs som hittas i provet. Den ASVs som det har funnits flest individer inom provet far
rankingen 1, den ASVs som det har funnits nast flest individer inom provet far rankingen 2 och sa vidare.

Y-axeln “relative abundance” representerar hur manga individer som hittades av en ASVs, relativt till hur manga
individer som hittades av andra ASVs.

X-axeln “species rank” rankar olika ASVs utifran abundansen for varje ASVs inom provet.

Om lutningen pa grafen ar hog indikerar detta en lag “species evenness”, da hogt rankade ASVs har mycket fler
individer per prov jamfort med lagrankade ASVs. En |ag lutning pa grafen indikerar tvdartemot en hog “species
evenness”.

"Species evenness”: Detta verkar vara relativt lika vid jamforelse mellan de olika proven, samt mellan de olika
grupperna. De prov och grupper som har en hogre artrikedom har ocksa mindre lutning pa sin kurva, och
darmed en hogre “species evenness”. Detta illustreras tydligt da g2 (som endast innefattar pB) har en hog
lutning vid jamforelse med andra grupper, men pB har en liknande lutning som resterande enskilda prover.

Artrikedom:

Vart att notera ar att olika grupper bestar utav olika antal prov. Om en grupp bestar utav fler prov ar det ocksa
mer troligt att det innehaller fler ASVs. De grupper som innehaller samma antal prov ar darfor extra intressanta
att undersoka da sannolikheten ar hogre att skillnader i grupperna ar pa grund av hur marken brukas, och inte
paverkas av olikheter i antal prov. Allmant kan ses att grupper som innehaller fler prover ocksa har hog
artrikedom.

Samtliga kurvor far en mindre lutning vid lagre varden for “relative abundance” (relativ abundans). Detta
innebar att det ar nagra fa ASVs med manga individer inom provet, sedan finns det fler ASVs som det finns farre
individer utav inom provet.
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SVAMPAR:

Tabell 8: Tabellen visar rankingen baserat pd “rank abundance curves of alpha” avseende svampar for enskilda prover, samt
information om respektive prov. Proverna dér ordnade frdn hégsta till Idgsta ranking.

@
<]
2
g Groda Grupptillhérighet Prov Ranking
5 ~ héstvete Ej vall p3B 1
o H dunge med bjorktrad Orérd mark med trad pB 2
ko héstraps Ej vall paA 3
& vall Flerrig vall pG 4
héstraps, fore detta i trada  Ej vall p4B s
angsvingel Forstaarsvall p2A 6
konservartor Nyligen pl6jd mark p1A 7
vall Flerarig vall paC 8
vitkléver Forstadrsvall p3A 9
“ Species Eank e konservartor+agroforestry Nv\iggn plsjd mark piB 10
vall Flerarig vall p1ic 11

Figur 5: Rank abundance curves of alpha, svampar, enskilda prover.

Observationer: Alla prov som tillhoér gruppen “ej vall” &r hogt rankade. pB ar ocksa hogt rankad. Ingen tydlig
trend kan ses for flerariga vallar. Samtliga ettariga vallar och nyligen pléjda marker har mindre artrikedom
jamfort med de prover som tillhor gruppen “ej vall”. Vissa av falten som ligger bredvid varandra i rankingen
ligger ocksa bredvid varandra geografiskt, men detta ar ingen genomgaende trend.

Relative Abundance

Relative Abundance
oo

Relative Abundance

o o

. \ S S
T ] L\_L ey . H \‘ﬂx‘_\‘_"—
1 1 N—_‘_L +
L o Y L ok
N . . o 5 Py o w0 s
Species Rank Species Rank Species Rank

Figur 6: Rank abundance curves of alpha. Figuren visar 3 olika grafer som visar olika gruppjdmférelser avseende svampar.

Observationer for respektive graf:

gl (nyligen plojd mark, 2 prover) - g2 (orérd mark med trad, 1 prov) - g3 (flerdrig vall, 3 prover) - g4
(forstaarsvall, 2 prover) - g5 (ej vall, 3 prover):

Ranking: g5, g3, g4, g1, g2.

De grupper som innehaller fler prover/falt har betydligt hogre artrikedom.

Vid jamforelse av de grupper som har samma antal falt:

g5-g3: g5 storre artrikedom da den har fler arter med lagre “relative abundance”.

g4-g1: Inte lika stor skillnad i artrikedom som g5-g3, g4 har storre artrikedom an g1.

g5 (ej vall, 3 prover) —glg4 (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) — g3 (flerérig vall, 3 prover) - g2 (orérd
mark med trad, 1 prov):

Ranking: g5, glg4, g3, g2.

Vad som &r intressant har ar att g5 har bast resultat trots att den endast innehaller 3 prover. g2 som endast har
ett prov har utstickande ldga varden och har dessutom en betydligt brantare lutning jamfoért med resterande

grupper.
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glgd (nyligen pldjd mark & forstadrsvall, 4 prover) —g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover) - g5.2 (ej vall, 3
prover):

Ranking: g2g3, g5.2, glg4.

g2g3 skiljer ut sig (hog artrikedom) medan glg4 och g5.2 &r relativt lika. En intressant notering ar att g5.2 har
farre prov jamfort med resterande grupper, men anda hogre artrikhet dn glg4.

BAKTERIER:

Tabell 9: Tabellen visar rankingen baserat pa “rank abundance curves of alpha” avseende bakterier fér enskilda prover, samt
information om respektive prov. Proverna ér ordnade fran héogsta till ldgsta ranking.

0o

@
o
Sz
g N Grada Grupptillhdrighet Prov Ranking
f: héstvete Ej vall p3B 1
e - konservdrtor+agroforestry Nyligen plojd mark piB 2
3 ) L“’mq, vitkldver Forstadrsvall p3A 3
© i p
o 3 L‘_"‘L"ﬂﬁp:’: vall Flerérig vall pG 4
: HFE"-T_L‘ vall Flerarig vall pac 5
] Flﬁ . vall Flerarig vall pl1cC 6 eller 7 (svart att bedéma)
Ul'l‘ —L dunge med bjorktrad Orord mark med trad pB 6 eller 7 (svart att bedéma)
J'Il L konservartor Nyligen plojd mark p1A 8
H hostraps Ej vall p4A 9
. hostraps, fore detta i trada Ej vall p4B 10
500 1000 1500 200 250m 300
Species Rank
angsvingel Forstadrsvall P2A oklar (svart att bedéma)

Figur 7: Rank abundance curves of alpha, bakterier, enskilda prover.

Observationer: p3B sticker ut med mycket hog artrikedom, medan p1A, p4A och p4B sticker ut med lag
artrikedom. Prover som tillhor “ej vall” far mycket skilda varden for artrikedom, med p3B hogst ranking och p4A
samt p4B med lagst ranking. De nyligen plojda vallarna far ocksa valdigt olika ranking. Prov pB ar i mitten av
spektrumet, likasa ar de flerdriga vallarna, som &r mycket enhetliga. p3A far hog ranking, tyvarr gar det inte att
urskilja p2A i den nedre delen av grafen. Det kan inte ses nagra trender att falten som ligger bredvid varandra
geografiskt har liknande ranking.

. \"H S ; . m_\\_i !
A A

o . =

Relalive Abundance

Relative Abundance
o amt

Relative Abundance

o an o o 0 w0 20 "

= i o w an
Species Rank Species Rank Species Rank

Figur 8: Rank abundance curves of alpha. Figuren visar 3 olika grafer som visar olika gruppjimférelser avseende bakterier.

Observationer for respektive graf:

gl (nyligen pldjd mark, 2 prover) - g2 (orérd mark med trad, 1 prov) - g3 (flerdrig vall, 3 prover) - g4
(forstaarsvall, 2 prover) - g5 (ej vall, 3 prover):

Ranking: g3, g5, g4, g1, g2.
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g3, den flerdriga vallen, har hogst artrikedom. g4 har mer artrikedom &n g1 och dessa tva har samma antal
prover. Ser en tydlig skillnad mellan artrikedomen hos g3, g5; g4, g1; g2 (de med samma antal prover i sig har
mer likt resultat).

g5 (ej vall, 3 prover) —glg4 (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) — g3 (flerérig vall, 3 prover) - g2 (orérd
mark med trad, 1 prov):

Ranking: glg4, g3, g5, g2.

glg4 sticker ut med hog artrikedom, men &r ocksé den enda gruppen med 4 prover/filt. g3 hogre artrikedom an
g5 (samma antal prov). g2 sticker ut med en lag artrikedom (1 prov).

glgd (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) —g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover) - g5.2 (ej vall, 3
prover):

Ranking: g2g3, glg4, g5.2

Vi kan se att g2g3 har storre artrikedom an glg4, bada har samma antal prover. g5.2 har mindre artrikedom
men har ocksa mindre antal prover.

Tabell 10: Tabellen visar rankingen baserat pG “rank abundance curves of alpha” avseende svampar och bakterier fér samtliga grupper, samt
information om respektive prov. Proverna dr ordnade fran hégsta till [dgsta ranking (svampar och bakterier rankas separat).

SVAMP Grupptillhorighet Prov Ranking
Bjérkdunge & flerarig vall, 4 prover g2g3 1
Ej vall, 3 prover g5 2
Nyligen plojd mark & férstaarsvall, 4 prover glg4 3
Flerarig vall, 3 prover g3 4
Forstaarsvall, 2 prover g4 5
Nyligen plojd mark, 2 prover gl 6
Orord mark med trad, 1 prov g2 7

BAKTERIER Grupptillhérighet Prov Ranking
Bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover g2g3 1
Nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover glgé 2
Flerarig vall, 3 prover g3 3
Ej vall, 3 prover [ 4
Férstaarsvall, 2 prover g4 5
Nyligen plojd mark, 2 prover gl 6
Orord mark med trad, 1 prov g2 7

Observationer: Allmant kan ses att grupper som innehaller fler prover/falt ocksa har hog artrikedom.
Jamforelse mellan grupper som har samma antal prov/falt:

- 3 prover: g5 (ej vall) - g3 (flerarig vall): | avseende av svampar har g5 storre artrikedom, daremot for
bakterier har g3 hogre artrikedom &n g5.

- 2 prover: g4 (forstaarsvall) -g1 (plojd mark): g4 har storre artrikedom an g1 fér bade svampar och
bakterier.

- 4 prover: glgd (plojd mark & forstaarsvall) -g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall): g2g3 har storre
artrikedom an glg4 for bade svampar och bakterier.
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Sammanfattning avsnitt 2.2.2:
"Species evenness”:

Detta verkar vara relativt lika vid jamforelse mellan de olika proven, samt vid jamforelse mellan de olika
grupperna. De prov och grupper som har en hogre artrikhet har ocksa en plattare kurva, och darmed en stérre
jamnhet bland arterna.

Artrikedom:

Samtliga kurvor far en mindre lutning vid lagre varden for “relative abundance” (relativ abundans). Detta
innebar att det 4r nagra fa ASVs med manga individer inom provet, sedan finns det fler ASVs som det finns farre
individer utav inom provet.

Vid jamforelse av enskilda prov ar p3B hogst rankad for bade svampar och bakterier. Prover som tillhor gruppen
“ej vall” far hog ranking inom svampar men lag inom bakterier, samma sak géller for pB. De flerariga vallarna har
inte tydlig trend for svampar, men ar enhetliga inom bakterier dar de ligger i mitten utav spektrumet. P1B
(nyligen plojd mark) samt p3A (férstadrsvall) far 1ag ranking for svampar men hog ranking for bakterier, medan
p1A (nyligen plojd mark) ligger i det nedre delen av spektrumet for bade svampar och bakterier.

Vid gruppjamforelser har de grupper som innehaller fler prover betydligt hdgre artrikedom, enda undantaget
for detta ar g5 (3 falt) for svampar, som har hogre varde jamfort med glg4 (4 falt). Da denna tydliga trend ses ar
det intressant att jamfora grupper som innehaller samma antal falt, da sannolikheten ar hogre att skillnaderna i
artrikedom ar pa grund utav hur marken brukas och inte paverkas av olikheter i antal falt. Vid denna jamforelse
uppenbarades att inga slutsatser kan dras om vilken grupp som har hégst artrikedom av ej vall och flerarig vall.
Daremot har forstaarsvall en hogre artrikedom an nyligen plojd mark for bade svampar och bakterier, samma
géller for gruppen Bjorkdunge & flerarig vall vid jamforelse med gruppen Nyligen pl6jd mark & forstaarsvall.



2.3 Beta Diversity Analysis

Beta diversity analysis undersoker olika strukturella skillnader inom mikrobiella samhéllen for olika prover.

2.3.1 Beta diversity heatmap

Beta diversity heatmap undersoker olikheter (dissimilarity coefficient) mellan prov/grupper genom att géra
parvisa jamforelser mellan olika prov/grupper. Resultaten som visas ar plottade med “Weighted Unifrac
distances”.

SVAMPAR:

Jdmférelse av enskilda prover:

05
Beta Diversity

Figur 9: Beta diversity heatmap, svampar, enskilda prover. En intensivare réd fdrg innebdr ldgre virden.

Observationer:
Prover som erhaller manga laga varden: p1B, p4A, p3B
Prover som erhaller manga hoga varden: p3A, p4C, p11C

Vissa prover som férekommer ofta inom nedan jimférelser fargmarkeras fér att férenkla fér Idsaren.

Jamforelser som sticker ut med att ha stora skillnader relativt andra prover (varde éver 0.8):
~  p3AplB
-  plA-plicC
—  p3A-plA
—  p3A-p4B
—  p4B-p4C
Jamforelser som sticker ut med att ha sma skillnader relativt andra prover (varde under 0.3):
—  plB-plA
—  p1B-p4A
—  plB-p3B
—  p3A-p4Cintressant da p4C annars allméant har lite hogre varden.
—  p4A-p3B

18
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Gruppjdmférelser:

% ES
o580
%
%
%
(
|

Bty = ¢ sas iy o

Figur 10: Beta diversity heatmap. Figuren visar 3 olika grafer som visar olika gruppjdmférelser avseende svampar. En
intensivare réd fdrg innebdr ldgre vdrden.

Observationer for respektive graf:

gl (nyligen pldjd mark, 2 prover) - g2 (orérd mark med trad, 1 prov) - g3 (flerdrig vall, 3 prover) - g4
(forstadrsvall, 2 prover) - g5 (ej vall, 3 prover):

— g5-g11agt (0.290) (lagst)
— g3-g4lagt (0.323)
— g2-g5(0.654) & g2-g1 (0.654) hogsta, men inte markant hogt varde jamfort med andra

g5 (ej vall, 3 prover) —glgéd (nyligen plojd mark & forstadrsvall, 4 prover) —g3 (flerarig vall, 3 prover) - g2 (orérd
mark med trad, 1 prov): g2-g5 skiljer sig med ett hogre varde (0.700), de andra vardena ar relativt lika varandra.

glg4 (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) —g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover) - g5.2 (ej vall, 3
prover): Grupperna g2g3 - g5.2 har storst skillnad (0.546), de andra tva vardena relativt lika varandra.



BAKTERIER:

Jamférelse av enskilda prover:

015
Bota Diversity

Figur 11: Beta diversity heatmap, svampar, enskilda prover. En intensivare réd férg innebdr Idgre vérden.

Observationer kring enskilda prover:

PB mycket hoga varden vid jamforelse med andra prov.

Vissa prover som férekommer ofta inom nedan jdmférelser fargmarkeras fér att férenkla for Idsaren.

Jamforelser som sticker ut med att ha stora skillnader relativt andra prover (varde 6éver 0.19):
- pB-plB
- pB-p3B
- pB-pdA
- pB-p3A
- pB-plA

Jamforelser som sticker ut med att ha sma skillnader relativt andra prover (varde under 0.07):
- plA-p2A
- p2A-p3A
- p2A-p3B
- p3A-p3B
- p4B-p4dC

20
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Gruppjamforelser:

Figur 12: Beta diversity heatmap. Figuren visar 3 olika grafer som visar olika gruppjimférelser avseende bakterier. En
intensivare réd fdrg innebdr Idgre vdrden.

Observationer for respektive graf:

g1 (nyligen plojd mark, 2 prover) - g2 (orérd mark med trad, 1 prov) - g3 (flerarig vall, 3 prover) - g4
(forstaarsvall, 2 prover) - g5 (ej vall, 3 prover): g4-g5 lagt varde, g2 allmént hoga varden mot alla

g5 (ej vall, 3 prover) —glg4d (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) —g3 (flerarig vall, 3 prover) - g2 (orérd
mark med trad, 1 prov): g2 sticker ut med hoga varden.

glg4 (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) —g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover) - g5.2 (ej vall, 3
prover): g2g3 sticker ut men inte lika mycket som vid jamférelse med endast g2.

Sammanfattning avsnitt 2.3.1:

Vi ror oss mellan véldigt mycket lagre varden for bakterier jamfort med svampar, vilket tyder pa mindre
olikheter mellan proven for bakterier jamfort med svampar. Det tycks inte vara nagon likhet vid jamforelse av
utstickande prover mellan svampar och bakterier.

Jamforelse for svampar:

For svampar far de enskilda proverna p1B, p4A och p3B manga laga varden i jamforelse med andra prov. p3A,
p4C och p11C far daremot manga hoga varden i jamforelse med andra prov. En del prover som har
grupptillhorighet g1 samt g5 har sma skillnader mellan varandra relativt andra prover, vilket ocksa ses i
gruppjamforelsen gl-g5 da denna jamforelse far ett lagt varde. Nagot som ar intressant att anmarka pa ar att
jamforelsen p3A-p4C har laga varden, da 4C allmént har lite hogre varden vid jamforelse mellan andra prover,
samt att p3A har stora skillnader mot flera andra prov.

Jamforelse for bakterier:

Provet/gruppen pB/g2 har mycket hoga varden vid jamforelse med andra prov/grupper. Prov p2A har 3 st
jamforelser med véldigt sma skillnader.

Jamforelsen mellan g4-g5 har mycket laga varden, vilket tyder pa att skillnaden mellan dessa inte ar sa stor.
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2.3.2 Unweighted Pair-group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) (based on Weighted
Unifrac distance)

UPGMA anvander sig av traddiagram for att hierarkiskt para ihop de prover/grupper som uppvisar mest likheter
inom betadiversitet. Resultaten som visas ar plottade med “Weighted Unifrac distances”. Resultaten som erholls
fran Novogene visar forutom traddiagram ocksa den relativa abundansen av ASVs for proverna/grupperna, inom
den taxonomiska rangen fylum. Analys utav detta uteldmnas och endast traddiagrammen undersdks, men
fullstandiga plottar fran Novogene kan hittas i Appendix under: 2.3.2 UPGMA fullstdndiga plottar.

SVAMPAR:
—s - p4B - — i
o | pG e gt 5 g2 -
; g4 g5.2
—ﬁ p4A g5
p3B g5
piB g2 glgd
1
p1A glg4
pB g3
pi1C
9293
t ot @
— 'ﬁ 1C
Weighted Unifrac Distance Weighted Unifrac Distance Weighted Unifrac Distance Weighted Unifrac Distance
L 1 1 1 1 1 Il L 1 1 1 1 1 1 ! Lsalasl L 1 L 1 1 1 1 L 1 1
0 0.1 0.2 0.3 0 0.1 0.2 0.3 0 005 04 045 0.2 025 0 005 01 015 0.2

Figur 13: Traddiagram inom svampar fran UPGMA fér samtliga prover och grupper.

Observationer enskilda prover:

Proverna pG och 2A ar olik resterande vallar, vilka klumpar ihop sig tillsammans med pB. Proverna som tillhér gl
ar lika varandra, vilket kan indikera pa att agroforestryn som p1B har i detta avseendet inte gér ndgon massiv
skillnad (vart att notera ar dock att traden fortfarande ar valdigt unga). Inom g5 ar p4A mer lik p3B jamfort med
p4B. Detta ar intressant da bade p4A och p4B brukas for hostraps i nuldget, medan det odlas hostvete pa p3B.
P4B har varit i trada innan, vilket skulle kunna vara en orsak till den storre olikheten. Medan vissa falt som ar
kopplade till varandra ocksa ligger nara geografiskt (p1A, p1B; p4A, p3B) sa ar det fler falt som inte gor det,
vilket indikerar pa att den geografiska platsen inte har sa stor paverkan.

Observationer grupper:

g1 (nyligen plojd mark, 2 prover) - g2 (orérd mark med trad, 1 prov) - g3 (flerarig vall, 3 prover) - g4
(forstaarsvall, 2 prover) - g5 (ej vall, 3 prover): g4 och g3 ér lika varandra, dessa liknar i sin tur pB. De som inte
har vall pa sig nu, g1 & g5, liknar varandra mer dn de andra.

g5 (ej vall, 3 prover) —glg4 (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) — g3 (flerarig vall, 3 prover) - g2 (orérd
mark med trad, 1 prov): glg4 och g3 ar mer lika g5 an g2, vilket ar intressant da g3 och g4 ar mer likag2 an g5
de separata gruppjamforelserna. Troligen paverkar g1 mycket har da denna ar lik g5 separat.

glg4 (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) —g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover) - g5.2 (ej vall, 3
prover): g5.2 liknar de andra proverna minst, vilka bada tva har vallodlingar inom gruppen. Detta ar intressant
da g1 egentligen liknar g5 mer, men i kombinationsgrupperna ar glg4 mer lik g2g3 an g5.2.
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Figur 14: Traddiagram inom bakterier frén UPGMA fér samtliga prover och grupper.
Observationer enskilda prover:

pB ar mest olik alla. Det kan inte ses nagot monster for vall i allmanhet, men de ettariga vallarna ar lika varandra
(ej nara geografiskt), dock ar de inte lika nagon av de flerdriga vallarna utan mer lika de nyligen pléjda markerna.
Proverna som tillhor g5 ar ej lika varandra. De prover som tillhor g1 ar lika varandra, dessa falt ligger ocksa
bredvid varandra. Vad som kan ses ar att manga av de prover som ar lika ar ocksa nara geografiskt (p3A, p3B;
plA, p1B; p4C, p4B). Nagot att anmarka pa ar att pG och p11C ar mer lika varandra jamfort med andra prov,
bada dessa provtagningsplatser ligger langt bort fran resterande provtagningsplatser. Prov pB ligger daremot
geografiskt nara samtliga prover exklusive pG och p11C, vilket gbr det annu mer intressant att pB dr mest olik
fran samtliga andra prover.

Observationer grupper:

gl (nyligen plojd mark, 2 prover) - g2 (orérd mark med trad, 1 prov) - g3 (flerarig vall, 3 prover) - g4
(forstadrsvall, 2 prover) - g5 (ej vall, 3 prover): Nagot som &r intressant att notera ar att g4 (ettdrig vall) ar mer
lik g5 (icke vall) an g3 (flerarig vall). g2 ar mest olik resterande prov. En annan intressant aspekt ar att vid
jamforelser av separata prov ar prover som tillhér g1 lika prover som tillhor g4, men att gl och g4 inte ar lika
varandra i denna jamforelse.

g5 (ej vall, 3 prover) —glg4 (nyligen plojd mark & forstadrsvall, 4 prover) —g3 (flerarig vall, 3 prover) - g2 (orérd
mark med trad, 1 prov): Har ar g5 mer lik glg4 an g3. g2 ar mest olik resterande grupper.

glg4 (nyligen plojd mark & forstaarsvall, 4 prover) —g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall, 4 prover) - g5.2 (ej vall, 3
prover): g2g3 mest olik resterande grupper.

Vid jamforelse av resultat mellan svampar och bakterier inom separata falt kan ses att p1B och p1A dr ndrmst
varandra for bada, annars kan inga tydliga likheter identifieras. Vid jamforelse av separata grupper ar g4 och g3
hyfsat lika varandra for bade svampar och bakterier, annars ses inga tydliga likheter. Vid jamforelse av
kombinerade grupper ges inga tydliga indikationer.
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Sammanfattning avsnitt 2.3.2:

Jamforelse for svampar:

De flesta vallar &r lika varandra. Inom g5 ar p4A mer lik p3B an p4B, vilket ar intressant da p4A och p4B bada for
tillfallet brukas for hostraps (p3B hdstvete). p4B har innan varit i trada innan, vilket skulle kunna vara en orsak
till den storre olikheten. | de separata gruppjamforelserna ar vallarna mest lik g2 an andra grupper, medan gl
och g5 ar mest lika varandra. Medan vissa falt som ar kopplade till varandra ocksa ligger nara geografiskt sa ar
det fler falt som inte gor det, vilket indikerar pa att den geografiska platsen inte har sa stor paverkan.

Jamforelse for bakterier:

Ett tydligt resultat ar att prov pB, och grupp g2 (som endast innehaller pB), ar mest olik fran resterande prov.
Inget monster kan ses for vall i allmanhet, men de ettariga vallarna ar lika varandra, dock ar de inte lika nagon
utav de flerariga vallarna. Manga utav de prover som ar lika ligger nara varandra geografiskt vilket gor det
svarare att veta om det ar platsen eller odlingssattet som har mest paverkan pa resultatet. Nagot som ar
intressant ar att g4 (ettarig vall) ar mer lik g5 (icke vall) an g3 (flerarig vall).



2.4 Community differences analysis

Community difference analysis undersdker variabiliteten inom samhallsstrukturen mellan olika grupper.

2.4.1 Analysis of Similarity (Anosim)

Denna analys undersdker om variationen mellan grupper ar signifikant jamfort med variationen inom
grupperna. Analysen ger ett R-varde och ett P-varde. P-vardet star for konfidensgraden och kraver ett varde
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lagre an 0,05 for att anse att det finns en statistisk signifikans, darmed har resultat med P-varden som ar storre

an 0,05 ingen trovardighet. R-vardet varierar mellan —1 och 1, dar positiva R-varden medfor att variationen

mellan olika grupper anses vara storre an variationer inom grupper.

Tabell 11: Tabellerna visar resultat fér Anosim avseende svampar (vdnster) respektive bakterier (hdger) for olika

gruppjdmforelser. De P-vdrden som tyder pa en statistisk signifikans dr markerade med grén textfdrg, medan virden som inte

tyder pa en statistisk signifikans dr markerade med réd textfdrg.

Markor ITS2 (svampar)

Group R P Group
g3-g5 0.1111 0.3 g1g4-g3
g1g4-g2g3 -0.04167 0.61 g1g4-g5
g1g4-g5.2 0.31481 0.1 g3-g5
g2g93-g5.2 -0.09259 0.804 g3-g5
g1g4-g3 0.16667 0.168 g1g4-g2g3
g1g4-g5 0.31481 0.121 g1g4-g5.2
g93-g5 0.11111 0.3 g2g3-g5.2

Vi kan se en signifikant skillnad mellan:

- grupp glgd - g3 (plojd mark & forstaarsvall vs flerarig vall) inom bakterier, dar variationen mellan
grupper anses vara signifikant stdrre an variationen inom namnda grupper, R-varde: 0.53704

R

Markor 16S (Bakterier)

0.53704

0.25926

0.22222

0.22222

0.34375

0.25926

0.07407

U.Us

0.174

0.2

0.2

U.Us2

0.189

0.327

- grupp glgd - g2g3 (plojd mark & forstadrsvall vs bjorkdunge & flerarig vall) inom bakterier, variationen

mellan grupper anses vara signifikant storre an variationen inom namnda grupper. R-varde: 0.34375

Skillnaderna mellan glg4 - g3 ar storre an skillnaderna mellan glg4 - g2g3. En intressant anmarkning ar att det
endast finns signifikanta skillnader inom bakterier och ej inom svampar.



2.4.2 Multi-response permutation procedure (MRPP) analysis
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MRPP analysen understker om det finns nadgon signifikant skillnad i den mikrobiella samhallsstrukturen mellan
grupper. Analysen ger fyra olika varden; A, observed-delta, expected-delta samt significance.

A: positivt betyder att variationen mellan grupper ar storre dn variationen inom grupper, negativt innebar att

variationen inom grupper ar storre an variationen mellan grupper.

observed-delta: ett litet vérde pa observed-delta betyder att variationen inom gruppen ar liten.
expected-delta: ett stort varde pd expected-delta betyder att variationen mellan grupper &r stor
significance: skillnaderna &r signifikanta om vardet for significance &r mindre an 0,05

Tabell 12: Tabellerna visar resultat fér MRPP avseende svampar (vénster) respektive bakterier (héger) fér olika
gruppjémforelser. De vdrden fér significance som tyder pa att skillnaderna dr signifikanta en ér markerade med grén
textfdrg, medan virden som inte tyder pa en statistisk signifikans dr markerade med réd textfdrg.

Markor ITS2 (svampar)

Group A

g3-g5 0.07583
glg4-g2g3 0.04724
glg4-g5.2 0.05768
g2g3-g5.2 0.07875
glg4-g3 0.05512
glg4-g5 0.05764
g3-g5 0.07594

0.58427

0.66066

0.48242

0.63128

0.6246

0.48242

0.58421

0.63222

0.69342

0.51195

0.68524

0.66104

0.51193

0.63223

Vi kan se en signifikant skillnad mellan:

Svampar:

observed-delta expected-delta significance

0.
0.09
0.076

0.023

0.081

0.076

0.

Markor 16S (Bakterier)

Group A

g1g4-g3 0.04517
g1g4-g5 0.0269
g3-g5 0.03
g3-g5 0.03018
g1g4-g2g3 0.05699
glg4-g5.2 0.02691
g2g3-g5.2 0.0448

- g2g3-g5.2 (bjorkdunge&flerarig vall vs ej vall)
Mellan dessa grupper ar variationen mellan grupperna storre an variationen inom grupperna, och det

ar ocksa den storsta variationen av de prov som har pavisat signifikanta skillnader. Denna jamforelse
har ocksa de hogsta vardena pa observed-delta (variationen inom gruppen ar stor) samt expected-
delta (variationen mellan grupperna ar stor) av de jamforelser som har pavisat signifikanta skillnader.

Bakterier:

- glgd-g3 (plojd mark & forstadrsvall vs flerarig vall)
Mellan dessa grupper dr variationen mellan grupperna stérre an variationen inom grupperna, och det

ar den minsta variationen av de prov som har pavisat signifikanta skillnader. Denna jamforelse har
ocksa de minsta vardena pa observed-delta (variationen inom gruppen ar stor) samt expected-delta
(variationen mellan grupperna ar stor) av de jamforelser som har pavisat signifikanta skillnader.

observed-delta expected-delta significance

0.37424
0.34899
0.38565
0.38561
0.42065
0.34921

0.43683

- glgd-g2g3 (plojd mark & forstaarsvall vs bjorkdunge & flerarig vall)

Mellan dessa grupper dr variationen mellan grupperna stérre an variationen inom grupperna, och

0.39194

0.35864

0.39758

0.39761

0.44607

0.35887

0.45732

0.049
0.163
0.2
0.2
0.024
0.143

0.102

samtliga varden for A, observed-delta (variationen inom gruppen ar stor) samt expected-delta

(variationen mellan grupperna ar stor) ligger i mitten av de jamforelser som har pavisat signifikanta

skillnader.
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Sammanfattning avsnitt 2.4.2:

De jamforelser som pavisade signifikanta skillnader for svamp var mellan grupperna g2g3 - g5.2
(bjorkdunge&flerarig vall - ej vall). For bakterier uppvisades signifikanta skillnader mellan glg4 - g3 (pl6jd mark
& forstaarsvall - flerarig vall) samt glg4 - g2g3 (plojd mark & forstaarsvall - bjorkdunge & flerarig vall).
Jamforelsen mellan grupperna g2g3 - g5.2 fick genomgaende hogst varden av de jamforelser som har pavisat
signifikanta skillnader, medan grupperna glg4 - g3 hade lagst varden och grupperna glg4 - g2g3 lag mitt
emellan.
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2.4.3 T-test

T-test undersoker vilka arter som har en signifikant variation mellan jamforda grupper. Novogene ger svar for
olika taxonomiska ranker, dar detta avsnitt undersoker den taxonomiska ranken “family”. Novogenes resultat
ger specifikt vilka arter som skiljer mellan de jamforda grupperna, men denna jamférelse har avgransats till att
endast undersoka antal arter som skiljer sig mellan de jamforda grupperna och inte undersékt mer specifikt vilka
arter som skiljer sig at.

Tabell 13: Tabellen visar resultat for T-test avseende svampar (vdnster) respektive bakterier (héger) for olika
gruppjémférelser. Relativt IGga vdrden markeras med réd fargruta, medan relativt héga vdrden markeras med grén textruta.

SVAMPAR BAKTERIER

Grupper Antal arter med signifikant skillnad Grupper Antal arter med signifikant skillnad
g3-g5 8 g3-g5 3
glgd-g2g3 1 glgd-g2g3 16
g5.2-glgd 3 g5.2-glg4d 11
g5.2-g2g3 10 g5.2-g2g3 4
g3-glgd 1 g3-glgd 14

Har ses en tydlig trend att om jamférelser har lagt varde avseende svampar, har den istéllet hoga varden
avseende bakterier. Om jamforelser har lagt varde avseende bakterier, har den hoga varden avseende svampar.
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3. Sammanfattning av analyser

Allmant kan sagas att de jamforelserna som erholl ett lagt varde avseende svampar hade ofta hoga varden
avseende bakterier och tvartom. De grupper som inneholl fler prover erholl oftast hogre biodiversitet.

Inom Avsnitt 2.1 OTU/AVS analysis and taxonomic annotation (2.1.1 Venn and flower diagram) och avsnitt 2.2
Alpha Diversity Analysis (2.2.1 Alpha diversity indices: Shannon diversity index och 2.2.2 Biodiversity curves: rank
abundance curves of alpha) kan flertalet saker noteras:

Ett av de prover som har utmarkt sig mest ar p3B (ej vall, hostvete), som far hoga varden for svampar och
bakterier inom avsnitten 2.1.1 (venn and flower diagram), 2.2.1 (Alpha diversity indices: Shannon diversity
index) samt 2.2.2 (Biodiversity curves: rank abundance curves of alpha), vilket tyder pa en god biodiversitet. p3B
far ocksa manga laga varden for svampar inom avsnitt 2.3.1 (Beta diversity heatmap), vilket tyder pa sma
skillnader relativt andra prover.

Tabell 14: Hbga vérden for avsnitten representeras med grén ruta, medan Idga virden representeras med réd ruta.

Prov p3B

Avsnitt Svampar Bakterier
2.1.1 Venn and flower diagram

2.2.1 Alpha diversity indices: Shannon diversity index

2.2.2 Biodiversity curves: rank abundance curves of alpha

Ett annat prov som utmaérker sig ar pB (orérd mark med trad), som far hoga varden for svampar och bakterier i
avsnitt 2.1.1, samt hoga varden for svampar men laga varden for bakterier inom avsnitten 2.2.1 och 2.2.2. pB far
ocksa hoga varden inom avsnitt 2.3.1 (Beta diversity heatmap).

Tabell 15: Hbga vérden for avsnitten representeras med grén ruta, medan IGga vérden representeras med réd ruta.

Prov pB

Avsnitt Svampar Bakterier
2.1.1 Venn and flower diagram

2.2.1 Alpha diversity indices: Shannon diversity index

2.2.2 Biodiversity curves: rank abundance curves of alpha

Prov som innefattar gruppen g5 (notera att p3B &r med i denna grupp) utmarker sig ocksa med hoga varden for
svamp inom avsnitten 2.1.1, 2.2.1, 2.2.2, men laga varden for bakterier inom avsnitten 2.2.1 och 2.2.2.

Tabell 16: Hbga vérden for avsnitten representeras med grén ruta, medan IGga véirden representeras med réd ruta. Vit ruta
indikerar att vdrdena inte var utmdrkande héga eller Idga.

Provinom g5

Avsnitt Svampar Bakterier
2.1.1 Venn and flower diagram

2.2.1 Alpha diversity indices: Shannon diversity index

2.2.2 Biodiversity curves: rank abundance curves of alpha
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Grupper som innehdll fler prover erholl ofta hogre varden i avsnitten, darfor ar det intressant att undersoka
grupper som innehaller samma antal prover.

Tabell 17: Resultaten for jamférelser som innehéll samma antal prov i avsnitten 2.1.1, 2.2.1 samt 2.2.2. Om en grupp star
inskriven innebdr det att denna grupp erhéll hégre virden for det specifika avsnittet, jamfért med gruppen som den
jdmférdes med. Vid “=” kan ingen slutsats dras kring dessa jimférelser i det avsnittet.

Avsnitt gl-g4 g3-g5 glgd-g2g3
2.1.1 Venn and flower diagram - g3 g2g3
2.2.1 Alpha diversity indices: Shannon diversity index g4 - g2g3
2.2.2 Biodiversity curves: rank abundance curves of alpha g4 - g2g3

For avsnitt 2.3, Beta Diversity Analysis, (2.3.1 Beta diversity heatmap och 2.3.2 Unweighted Pair-group Method
with Arithmetic Mean (UPGMA) (based on Weighted Unifrac distance)) kan ses att grupperna g1 och g5 har
minst olikheter i avseende svampar, och g4 och g5 har minst olikheter i avseende bakterier. Prov pB (och grupp
g2) visar en tydlig olikhet mot resterande prov/grupper i avseende bakterier.

For avsnitt 2.4 Community differences analysis (2.4.1 Analysis of Similarity (Anosim), 2.4.2 Multi-response
permutation procedure (MRPP) analysis, 2.4.3 T-test) pavisar bade avsnitt 2.4.1 och avsnitt 2.4.2 att det ar
signifikanta skillnader inom bakterier mellan grupperna glg4 - g3 samt glg4 - g2g3.

Sammanfattningsvis sticker prov p3B (hostvete) ut med hoga varden inom biodiversitet, och prov pB (dunge
med bjorktrad) sticker ut med hoga varden for biodiversitet inom markér ITS2 (svampar), men laga varden inom
alfadiversitet for markor 16S (bakterier). Det kan ocksa ses att prov pB ar mest olik resterande enskilda falt for
markor 16S (bakterier). Prover som finns med i gruppen g5 (ej vall) ses ocksa tydliga trender inom da dessa
prover far hoga varden inom markér ITS2 (svampar), daremot far de laga varden inom markor 16S (bakterier).
Vid jamforelse av kombinerade grupper marks en signifikant skillnad mellan grupperna glg4 (nyligen plojd mark
& forstaarsvall) och g2g3 (bjorkdunge & flerarig vall), dar g2g3 far hogre varden inom avsnitt 2.1.1 samt
alfadiversitet.



APPENDIX

2.1.1 Venn diagram

Venn diagram baserade pd ASV mellan olika prover och grupper.

MARKOR ITS2 (svampar):
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MARKOR 16S (bakterier):

® piA
® pa8

® pia

gl
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® gl
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® gt ° sz 52

* 9203 ® g08 ® g2g3




2.3.2 UPGMA fullsténdiga plottar

33

UPGMA anvdnder sig av trdddiagram for att hierarkiskt para ihop de prover/grupper som uppvisar mest likheter

inom betadiversitet.
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MARKOR 16S (bakterier):
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