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Forord

I forbindelse med den politiske aftale ”Aftale om gren omstilling af dansk
landbrug” i 2021 besluttede forligskredsen at afseette midler til at igangsaette
en reekke udviklingstiltag vedr. gyllehandtering. Formalet var bl.a. at ege vi-
densniveauet inden for gylle- og gedningshandtering og gere det muligt pa
sigt at indregne reduktionseffekter i klimafremskrivningen/de nationale
emissionsopgerelser. Det udmentede sig i en reekke forsknings- og udvik-
lingsprojekter. Neerveerende rapport er en afrapportering af forskningspro-
jektet “Miljoeffekter af forsuret gylle”.

I forbindelse med projekterne nedsatte det daveerende Miljeministerie en folge-
gruppe bestdende af medarbejdere fra Miljgministeriet og Aarhus Universitet
med det formal at sikre projekternes fremdrift. Der har i projektperioden veeret
afholdt meder i folgegruppen, hvor status for projekterne er blevet gennemgaet.



1 Indledning

Tidligere forskning har vist, at forsuring af gylle i lagringsperioden kan redu-
cere metan- og lattergasemissioner markant, hvis det udferes tidligt i lagrin-
gen. Dette kan bidrage veesentligt til at mindske drivhusgasudledningen fra
husdyrgedningskeaeden (Andersen et al. 2021). P4 den anden side er der ind-
ledende indikationer pa potentielle miljeeffekter ved anvendelse af forsuret
gylle pd dyrkningsjord (Jensen et al., 2018). Laboratorieforsag udfert af AU
har ikke fundet effekter af forsuret gylle pa lattergasemission (Andersen et al.
2024). Forsuring, som typisk foretages med svovlsyre, endrer gyllens kemi-
ske og biologiske sammenseaetning, hvilket kan pavirke dens effekt i jord-
bundsmiljget samt fore til udvaskning af fosfor og svovl. Det er velkendt, at
forsuring af gylle sger mobiliteten af fosfor, hvilket kan medfere en oget ri-
siko for fosfortab i jorden. Desuden tilfgres der langt mere svovl til jorden,
end afgrederne kan udnytte, hvilket gger risikoen for sulfatudvaskning. Hvis
sulfat reduceres i jorden pa grund af mikrobiel desulfurikation, kan det binde
jern som jernsulfid, hvilket mobiliserer fosfat, der ellers ville veere bundet til
jernet. Udvaskningen af fosfat har en negativ indvirkning pa tilstanden i ind-
lands- og kystvande (Kronvang et al. 2005)

Disse processer er blevet grundigt undersogt i vadomrdder (Zak et al.
2009, 2021), hvor de hydrologiske forhold, lang opholdstid og hgijt orga-nisk
stofindhold fremmer sulfatreduktion. Der er dog et betydeligt videnshul, nar
det geelder de kvantitative effekter af disse processer i mineralske land-
brugsjorder og deres afheengighed af jordens fysiske og kemiske egenskaber.
Denne viden er nedvendig for at kunne forsta de langsigtede konsekvenser af
forsuret gylle for bade jordbundssundhed og miljoet.

De ovenneevnte fysisk-kemiske sendringer som fglge af gylleforsuringen kan
forventes at pavirke jordbundsgkologien, dels pga. organismernes forskellige
tolerance over for jordens struktur og pH (fx Sims & Gerard 1999, Muys &
Granval 1997), dels pga. eendringer i tilgeengeligheden af fx forskellige poten-
tielt giftige metaller (fx Spurgeon et al. 2006). Den lave pH i forbindelse med
forsuringen eendrer gyllens sammensatning og forekomst af mikroorganis-
mer, ligesom det organiske materiale ogsa eendrer sig (Fangueiro et al. 2015).
Jordbundssundhed er et nggleelement i jordens fertilitet og vigtig at inddrage
i vurdering af sideeffekter af klimavirkemidler, herunder forsuring af gylle.
For at vurdere sundheden anvendes parametre som jordbundens biodiversi-
tet og mikrobielle processer, hvor forsuret kveeggylle sammenlignes med
gylle uden syretilseetning. Kunstgedning anvendes ogsa som reference.

En af de mest relevante metoder til udbringning af gylle i klgver-greesmarker
er nedfeeldning i riller (”direct injection”), der kan veere op til 3 cm dybe og 1,5-
2 cm brede med en reekkeafstand pa 25 cm. Ved forsuring udbringes gyllen dog
med slanger direkte pa jorden. Denne metode skaber en horisontal heterogeni-
tet i jordens neeringsfordeling, hvilket kan medfere storre effekter i omrader
med hgjere koncentrationer af gylle end gennemsnittet. Derudover vil der veere
en vertikal fordeling af gyllen, som forventes at have sterst biologisk effekt i
overfladejorden. Den heterogene fordeling af gyllen kan derfor have storre kon-
sekvenser end de standardiserede antagelser om en homogen fordeling.



Formaélet med dette projekt var at undersgge, hvordan gedskning med forsu-
ret kveeggylle pavirker udvaskningen af sulfat og fosfat samt jordbundssund-
heden i klgver-graesmarker over en dyrkningssaeson. Forsuringen skete med
svovlsyre i koncentrationer under og op til de hgjeste koncentrationer, der
ifolge godningsbekendtgerelsen (BEK nr. 931 af 16/07/2024) ma anvendes.
For at kunne vurdere disse effekter blev der etableret et randomiseret blok-
forspgsdesign pa Askov Forsggsstation i 2023. Felgende aspekter blev analy-
seret i detaljer:

1) Risikoen for udvaskning af sulfat og mobilisering af fosfor samt tungme-
taller som aluminium, cadmium og zink. Dette blev vurderet pa bag-
grund af normaldoseringer af syre samt realistiske worst-case scenarier.

2) Effekten af forsuret kveeggylle pa jordens pH og kulstofindhold og den
rumlige effekt pa jordens aktive mikrobiom, som blev malt ved hjeelp af
ribosomalt RNA under laboratorieforhold.

3) Effekten af forsuret kveeggylle pa jordens biota, herunder prokaryoter
(bakterier og archaea), svampe, mikroleddyr, regnorme og ekstracelluleer
enzymaktivitet in situ.

Med disse undersogelser er det projektets formal at kaste lys over de potenti-
elle miljgeffekter af forsuret kvaeggylle og bidrage til en bedre forstdelse af,
hvordan metoderne kan implementeres baeredygtigt i landbrugspraksis. Pro-
jektet har veeret organiseret i fire arbejdspakker, og resultaterne fra disse
gen-nemgas i kapitel 4 til 7.



2 Sammenfatning

Formaélet med dette projekt var at undersgge, hvordan gedskning med forsu-
ret kveeggylle med hhv. 2, 7 og 14 kg svovlsyre/ton kveeggylle pavirker ud-
vaskningen af sulfat og fosfat samt jordbundssundheden i klgver-greesmarker
over en dyrkningsseeson. Niveauerne for tilseetning af svovlsyre folger ret-
ningslinjer fra godningsbekendtgerelsen. Et randomiseret blokforsggsdesign,
der testede syv forskellige behandlinger, blev etableret pa Askov Forsegssta-
tion, Aarhus Universitet, i 2023. De gennemferte malinger og beregninger in-
dikerer, at oget anvendelse af svovlsyre med gylle kan fore til oget udvask-
ning af sulfat til grundvandet, mens effekterne pd fosfat og tungmetaller ser
ud til at veere minimale.

Under laboratorieforhold pavirkede gylletilforsel den ekstracelluleere enzym-
aktivitet markant i de gverste 5 mm, med en gradvis reduktion ned til 4,5 cm.
Effekten var sterre i jorden uden for centrum med gylletilfersel, hvilket tyder
pa horisontal transport af gylleveesken. Behandlingerne pavirkede diversite-
ten af aktive prokaryotsamfund (bakterier og archaea) i de gverste 5 mm, iseer
ved 1,4 % forsuret gylle, mens den relative forekomst forblev uendret. Der
var ingen effekt i jordlaget 5-15 mm. Diversiteten af aktive svampe blev ogsa
pavirket, iseer i de overste lag og afheengigt af inkuberingstiden og med sig-
nifikante eendringer ved 1,4 % forsuret gylle.

I de udtagne jordprever fra markforsgget med otte forskellige behandlinger
blev der ikke fundet effekt pa enzymaktiviteten, mens strukturen af svampe-
og invertebratsamfundene blev pavirket af gget forsuring. Der blev observe-
ret indikationer pa effekter pa mykorrhizasvampe, en fglsom svampegruppe.
Derimod blev der ikke fundet signifikante effekter af forsuring ved konventi-
onel monitering pad det samlede antal af springhaler, mider og mikroarthropo-
der. Antallet og veegten af regnorme var updvirket af forsuringen ved forste
provetagning (efter to tilforsler af forsuret gylle), mens der ved provetagnin-
gen i oktober, efter fire udbringninger af forsuret gylle, var negative effekter
pa regnormene. Desuden pévirkede jordens tekstur felsomheden af en regn-
ormeart over for forsuring. Langsigtede effekter af forsuret gylle anvendt over
flere ar kan ikke vurderes ud fra resultaterne af dette projekt, men de fundne
effekter ved kort tids anvendelse indikerer, at det kan veere relevant at under-
soge langtidseffekter.



3 Summary

The aim of this project was to investigate the effects of fertilization with acidi-
fied cattle manure (2, 7, and 14 kg sulfuric acid/t cow manure) on the leaching
of sulfate and phosphate as well as soil health in clover-grass fields during a
growth season. To assess these effects, a randomized block experimental design
testing seven different treatments was established at Askov Research Station,
Aarhus University, in 2023. The results indicate that increased application of
manure acidified with sulfuric acid may lead to increased leaching of sulfate
into groundwater while effects on phosphate and heavy metals seem minimal.

Under laboratory conditions, manure application significantly affected the ex-
tracellular enzyme activity in the top 5 mm, with a gradual reduction down
to 4.5 cm. The effect was greater on the periphery of the soil, suggesting hori-
zontal transport of the manure liquid. The treatments affected the diversity of
active prokaryotic communities (bacteria and archaea) in the top 5 mm, par-
ticularly at 1.4% acidified manure, while the relative abundance remained un-
changed. There was no effect in the 5-15 mm soil layer. The diversity of active
fungi was also affected, especially in the top layers and depending on the in-
cubation time, with significant changes at 1.4% acidified manure.

In the field experiment, no effect on enzyme activity was found in the randomly
collected soil samples with seven different treatments, while the structures of
fungal and invertebrate communities were influenced by increased acidifica-
tion. Indications of effects on mycorrhizal fungi, a sensitive fungal group, were
observed. No significant effects of acidification were observed on the total num-
ber of springtails, mites, and microarthropods compared to identical manure
application without acidification. The numbers and mass of earthworms were
unaffected by the acidified slurry in June (after two applications), whereas neg-
ative effects were seen in October after four slurry applications. In addition, soil
texture was found to affect the sensitivity of one earthworm species to acidifi-
cation. The long-term effects of acidified manure applied over multiple years
cannot be assessed based on the results of this project, but the effects after one
year indicate that it would be relevant to study long-term effects.
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4 Forsegsareal og eksperimentelt design
(AP1)

Alle markforsegg beskrevet i de efterfolgende arbejdspakker blev udfert i den
samme mark, dvs. i det samme eksperimentelle set-up. Forsggsmarken var
beliggende pa sandjord i Kongeadalen neer Askov i Sydjylland (lat, lon
55.442152, 9.102387 (WGS84)). Arbejdspakke 3 er et laboratoriestudie udfert
med jord fra forsggsmarken.

Et randomiseret blokforsggsdesign med otte behandlinger af hver fire repli-
kater (32 parceller) blev etableret i klover-graesplots 4 12x12 m? pa forsegs-
marken (figur 4.1). Der blev anvendst to forskellige metoder til tildeling af uaf-
gasset kvaeggylle: nedfeldning og slangeudleegning. Slangeudlagt gylle var
med forskellige grader af forsuring (0, 2, 7 og 14 kg HxSO,/ton gylle). Disse
behandlinger blev sammenlignet med kunstgedning, en negativ kontrol med
slangeudbragt vand i stedet for gylle og en positiv kontrol med slangeudbragt
0,2 % H2SO, i vand, dvs. uden gylle. En behandling med kveaeggylle blev ud-
fort med nedfeeldning som alm. praksis i riller, hvorved ammoniakfordamp-
ning forhindres uden forsuring til ssmmenligning med forsuringen med slan-
geudleegning. Med undtagelse af den positive kontrol blev alle behandlinger
(se Tabel 5.1) udfert fire gange pa forsggsmarken: 27.-28. marts, 31. maj-1. juni,
28. juni og 18. august. Grundkarakterisering af alle 32 plots i plgjelaget har
vist, at forsggsomrddet er homogent med JB3 og en svag gradient med fal-
dende humus, 8 % point mindre finsand i blok 2,1 % point mindre ler i blok
4, men ingen forskel i grovsand mellem blokkene. Pga. torke blev der kunst-
vandet med 45 mm primo juni. Tabel 4.1 viser de udferte behandlinger. Den
negative kontrol med vand og kunstgedningsbehandlingen blev tilsat samme
meengde vand som gylleplottene. Den positive kontrol blev udbragt samtidig
med anden gylleudbringning. Formalet med den positive kontrol var at de-
monstrere, at vores undersggelsesmetoder kan male eendringer i jordens biota
som folge af de udferte behandlinger.



Figur 4.1. Maling af aendrin-
ger i klevergreesmarken med
otte behandlinger. Billederne
viser udtagning af jordprgver
og et punkt til maling af
grundvandsstanden.
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Tabel 4.1. Oversigt over de udfgrte behandlinger i forsggsmarken.

Behandlingsnr. | Kode Udfert behandling
1 DI Nedfaeldning af kvaeggylle uden H,SO4 (standard-metode).
2 SO0 |Slangeudlzegning af kvaeggylle uden H,SO4 (alternativ til ned-
feeldning).
3 S2 |Slangeudleegning af kvaeggylle med 2 kg H,SO4 pr. tons gylle
(0,2 %).
4 S7 |Slangeudleegning af kvaeggylle med 7 kg H.SO4 pr. tons gylle
(0,7 %).
5 S14 Slangeudleegning af kvaeggylle med 14 kg H2SO4 pr. tons
gylle (1,4 %).
6 CF Kunstg@dning med gedningsveerdi svarende til den forven-
tede udnyttelse af kveelstof i gyllen i behandling 1-5, blev van-
det ligesom vandkontrol (behandling 8).
7 PC Positiv kontrol, samme mangde vand som meengde gylle i
behandling 1-5, tilsat 2 kg H>SO, pr. tons vand (0,2%;
pH=1,7)), slangeudlagt samtidig med anden udbringning af
gylle.
8 H20 Vandkontrol, samme meengde vand slangeudlagt som
maengde gylle i behandling 1-5.




5 Risikovurdering for udvaskning af sulfat og
mobilisering af fosfor og tungmetaller
(AP2)

5.1 Formadl

Formalet med arbejdspakke 2 (AP2) var at undersegge, om der er risiko for
udvaskning af sulfat og mobilisering af fosfor og tungmetaller som folge af
tilseetning af svovlsyre ved udbringning af gylle.

5.2 Metode

Risiko for udvaskning af sulfat og fosfat blev vurderet ud fra malinger af jor-
dens indhold af vandopleseligt sulfat (5O4%*) og fosfat (PO4*-P) i kombination
med modelberegnet transport af vand og ikke-reaktivt stof i perioden efter
tildeling af gylle med forskellige grad af syretilseetning. Modellering af ikke-
reaktiv stoftransport i jorden anvendes i denne sammenheeng til at adskille
effekter af behandlingstidspunkter i forhold til vandstremning fra effekter af
forskellige forsggsbehandlinger.

Transport af vand og ikke-reaktivt stof blev beregnet med rodzonemodellen
Daisy (Hansen et al. 1990, Hansen 2002). Den beregnede vandbalance blev
indledningsvist sammenholdt med malte grundvandsniveauer for at sikre, at
vandbevaegelse gennem jorden var realistisk. Herefter blev beregnede kon-
centrationer af et ikke-reaktivt stof i tre jorddybder sammenholdt med de
malte koncentrationer af henholdsvis sulfat og fosfat.

5.3 Madlinger af SO4% og PO43-P i jorden

Tabel 5.1 Oversigt over tidspunkter for forsggsbehandlinger med tilsaetning af forskellige maengder syre til den udbragte
kveeggylle samt tidspunkter for udtagning af jordprgver til koncentrationsbestemmelse. Herudover er tidspunkter for kunstvan-

ding angivet.

Dato

Aktivitet Mangder (ca.)

9. februar 2023
27. marts 2023
31. maj 2023

2. juni 2023

11. juni 2023
28. juni 2023
28. juni 2023
18. august 2023
25. august 2023
28. september 2023
24, februar 2024
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Udtagning af jordpraver i 3 dybder
Fors@gsbehandlinger med kvaeggylle 29 ton gylle/ha med forskelligt syreindhold
Fors@gsbehandlinger med kvaeggylle 29 ton gylle/ha med forskelligt syreindhold
Vanding 25 mm
Vanding 25 mm
Udtagning af jordprever i 3 dybder
Fors@gsbehandlinger med kvaeggylle 29 ton gylle/ha med forskelligt syreindhold
Fors@gsbehandlinger med kvaeggylle 29 ton gylle/ha med forskelligt syreindhold
Vanding 25 mm
Udtagning af jordprever i 3 dybder
Udtagning af jordprever i 3 dybder

Forsggsplanen er naermere beskrevet i kapitel 1. Herudover er der i tabel 5.1 vist
en oversigt over tidspunkter for henholdsvis forsegsbehandlinger og jordprove-
udtagning. Der blev udtaget jordprever i tre dybder (0-5 cm, 5-30 cm og 75-100
cm) i alt fire gange. Forste gang var den 9. februar 2023, dvs. for den ferste tilde-
ling af gylle og tre gange, efter at forsggsbehandlingerne blev pabegyndt.



Figur 5.1 Malte koncentrationer
af sulfat (averst) og fosfat (ne-
derst) i 0-5 cm dybde vedfem5
forskellige behandlinger, hhv.
nedfeeldning og slangeudlaegning
af gylle med og uden syretilsaet-
ning samt slangeudleegning af
gylle med gget syretilsaetning.
Forsagsbehandlingerne med for-
skellige niveauer af syretilsaet-
ning i den udbragte gylle blev fo-
retaget fire gange i Igbet af
veekstsaesonen, henholdsvis 27.
marts, 31. maj, 28. juni og 18. au-
gust 2023. X-aksen viser prgve-
tagningstidspunkt.

Koncentrationerne af vandopleselige stoffer blev bestemt i vandige jordeks-
trakter. Til dette formdl blev ca. 10 gram frisk jord rystet med 200 ml deioni-
seret vand i 12 timer. Efter filtrering af ekstrakterne blev de opleste stoffer
analyseret med en ICP (Agilent 5800) pa Aarhus Universitet ved hjeelp af stan-
dardmetoden (DS/EN 16170:2016).

Ifigur 5.1, 5.2 og 5.3 er vist malte koncentrationer af SO4% og PO,*-P i tre dyb-
der ved fem forskellige behandlinger. Det ses, at sulfat bliver transporteret
gennem jorden, samt at koncentrationerne gges med gget tilseetning af svovl-
syre. Forskellen mellem behandlingerne er signifikante i alle tre dybder.
Denne sammenheeng ses ikke for fosfat.

For SO4%-koncentrationerne er der statistisk signifikant forskel mellem be-
handlingerne i alle dybder pa de to maletidspunkter i juni og september. Dette
skyldes, at den tilferte maengde SO4> med svovlsyren gges ved behandlin-
gerne, samt at en del af den tilferte SO4> er mobilt.

For PO4*-P-koncentrationerne er der statistisk sikker forskel mellem behand-
lingerne i de to gverste dybder, men ikke i 75-100 cm, hvor koncentrationerne
generelt er lave pa alle maletidspunkter uanset behandling. Ses der visuelt pa
tidsserierne af malte koncentrationer af PO,>-P i hhv. 0-5 cm dybde og 5-30-
cm dybde, er der et mindre fald i de gennemsnitlige PO43-P-koncentrationer
med oget tilforsel af syre pa de to forste méletidspunkter (juni og september),
men en omvendt effekt med stigende koncentrationer med eget tilforsel af
syre pa det sidste maletidspunkt i februar 2024. Dette kan dels heenge sammen
med, at PO,-P optages af greesafgroden i sommerperioden, samt at den til-
satte syre medvirker til at begreense/forsinke omsaetningen af det organisk
bundne P i gyllen, fx pa grund af reduceret enzymaktivitet (Fangueiro et al.
2015), sa dannelsen af POs*-P og muligheden for udvaskning forsinkes.
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Figur 5.2. Malte koncentrationer
af sulfat (averst) og fosfat (ne-
derst) i 5-30 cm dybde ved fem
forskellige behandlinger, hhv.
nedfeeldning og slangeudlaegning
af gylle uden syretilseetning samt
slangeudlaegning af gylle med
oget syretilsaetning. Forsggsbe-
handlingerne med forskellige ni-
veauer af syretilsaetning i den ud-
bragte gylle blev foretaget fire
gange i Igbet af vaekstsaesonen,
henholdsvis 27. marts, 31. maj,
28. juni og 18. august 2023. X-
aksen viser prgvetagningstids-
punkt.

Figur 5.3. Malte koncentrationer
af sulfat (averst) og fosfat (ne-
derst) i 75-100 cm dybde ved fem
forskellige behandlinger, hhv.
nedfaeldning og slangeudlaegning
af gylle uden syretilsaetning samt
slangeudlaegning af gylle med
@get syretilsaetning. Forsggsbe-
handlingerne med forskellige ni-
veauer af syretilsaetning i den ud-
bragte gylle blev foretaget fire
gange i lgbet af vaekstsaesonen,
henholdsvis 27. marts, 31. maj,
28. juni og 18. august 2023. X-
aksen viser prgvetagningstids-
punkt
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5.4 Beregning af perkolation

Transport af vand og ikke-reaktivt stof blev beregnet med rodzonemodellen
Daisy pa baggrund af klimadata malt pa Askov Forsggsstation og indsamlede
data om jordens tekstur i forspgsomradet. Vandbalancen blev kalibreret mod
kontinuerte malinger af grundvandsstanden i omréddet.

5.4.1 Daisy-modellen

Daisy er et dynamisk procesbaseret modelsystem, der beskriver hovedprocesser
involveret i transport og omseetning af vand, kveelstof og kulstof i landbrugs-
dyrkningssystemer (Hansen et al. 1990, Hansen 2002). Desuden kan beregninger
af reaktive eller ikke-reaktive kemikaliers skaebne inkluderes (fx pesticider).

Modelsystemet giver mulighed for, at brugeren kan veelge forskellige proces-
beskrivelser for den samme proces, fx forskellige algoritmer for referencefor-
dampning, transportprocesser, sorptions-isothermer m.m.

Daisy blev udviklet pa Den Kongelige Veterineer- og Landbohgjskole i Dan-
mark i anden halvdel af 1980’erne. Siden da er modellen blevet og bliver sta-
dig videreudviklet og forbedret, i takt med at ny viden fra den lobende forsk-
ning bliver indarbejdet i modellen. Yderligere information kan findes pa Keo-
benhavns Universitets hjemmeside: https://daisy.ku.dk/)

Model

Soil Data &
Vegetation
Data

Parameters:

Bioclimate Vegetation
SVAT Growth
Light distribution g Photosynthesis
Interception Respiration
> Snow accumulation Uptake

r 3

Soil 0
Uptake — 5 g-
=E| 3
Tumover S22 S
Sorption
-
Transport
> Phase t
change { 2
&
= -~
3 | o 5
g1 8| 8| 8
=] g| 8 |~=
w Q =1 : :
2|8 2| &8
g | B
AEAN _
- Numeric layer

Figur 5.4 Skematisk oversigt over processer i Daisy (Hansen 2002). Hovedmodulerne i modellen er beskrivelserne af udvik-
ling i bioklima som felge af klimatiske forhold, vegetationsudvikling og transport- og omsaetningsprocesser i jorden.


https://daisy.ku.dk/

I dette projekt er den modelberegnede vandbalance brugt til at beregne den
daglige perkolation af vand i marken for at estimere risikoen for udvaskning
af sulfat og fosfat fra rodzonen ved de forskellige behandlinger.

Vandbalancen er beregnet med anvendelse af daglige klimadata som drivvari-
able. Herudover er de hydrauliske forhold i jorden beskrevet ud fra malinger
af tekstur i de overste jordlag i forsogsomradet. Endelig beskrives afgradernes
udvikling ud fra information om afgredetype, godskning og vanding i marken.

5.4.2 Klimadata

Daglige klimadata fra DMI’s klimastation i Askov (st. nr. 610900) for perioden
2013-2024 er anvendt i beregningerne. Der benyttes daglige veerdier af ned-
ber, temperatur (gennemsnit, min. og maks.) samt globalindstraling. Den
malte nedber er korrigeret for vindpdvirkning, opfugtning samt malertype
som anbefalet af Vejen et al. (2021). Huller i nedbgrstidsserien er udfyldt med
data fra det neermeste af DMI’s 10 km nedbersgrids.

Referencefordampning beregnes af Daisy ud fra de tilgeengelige klimadata. I
de konkrete beregninger er referencefordampningen beregnet med Har-
graeves-formlen (Hargraeves & Samani 1985, Hargraeves & Allen 2003), der
anvendes som default af Daisy pa baggrund af de klimadata, der var til radig-
hed i projektet. Hargraeves-formlen anvender daglige veerdier for minimum,
maksimum og middel lufttemperatur samt globalindstraling som input. Po-
tentiel fordampning beregnes ligeledes af Daisy ud fra standard afgredekoef-
ficienter for danske afgrgder.

5.4.3 Jordbundsdata

Der er udfert fem randomiserede profilundersggelser i forsegsomradet, hvor
der er udtaget prover til maling af tekstur og ter massefylde i fem dybder.
Teksturanalyserne er benyttet direkte i Daisy til at beregne de hydrauliske
egenskaber ud fra to forskellige pedo-transferfunktioner, henholdsvis
HYPRES (Wosten et al. 1998) og Cosby (Cosby et al. 1984). De anvendte tek-
sturdata er vist i tabel 5.2.

Tabel 5.2. Teksturdata og volumenvaegte anvendt i Daisy (gennemsnit af fem jordprofiler)

Dybe Ler Silt Finsand Grovsand Humus Volumenvaegt
(%) (%) (%) (%) (%) (g/cm3)
0-15cm 6,2 6,4 23,6 58,1 55 0,95
15-30 cm 7,0 5,1 24,6 57,8 5,6 1,06
30-50 cm 6,8 5,0 23,7 59,8 47 1,17
50-75 cm 5,1 2,6 23,4 66,4 25 1,68
75-100 cm 2,9 1,6 16,4 77,8 1,4 1,73

5.4.4 Nedre randbetingelse

I forbindelse med projektet er der etableret tre piezometerror til maling af
grundvandsstanden. De malte grundvandsdata viser, at dybden til grund-
vandet i maleperioden har svinget mellem ca. 1,4 m og 3,1 m under terreen.
Den nedre rand er ud fra dybden til grundvandet valgt som en dynamisk
grundvandsrand, der styres af en relativt impermeabel aquitard. De malte
grundvandsdybder er desuden anvendst til kalibrering og vurdering af den
beregnede perkolation.
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5.4.5 Markdrift
12023 er der dyrket grees pa forsegsomradet.

De enkelte forsggsplots har modtaget forskellige behandling med hensyn til
meengden af syretilseetning til gyllen (se kapitel 1), men da formalet med Da-
isyberegningerne ikke har veeret at beregne udvaskningen og omsaetningen
af kveelstof, er der ved perkolationsberegningerne kun benyttet én type
godskning i form af den almindelig kvaeggylle uden tilseetning af syre og ud-
lagt med sleebeslanger. Dette er for at sikre, at graesset har tilstraekkeligt kvael-
stof til veekst og udvikling. Der er i modellen tildelt kveeggylle fire gange i
lobet af veekstseesonen pa de tidspunkter, hvor der i forsegsomradet blev ud-
bragt gylle med forskellige meengder syretilseetning. Herudover er der kunst-
vandet tre gange i lobet af vaekstsaesonen. Der er taget sleet af greesset tre-fire
dage inden tildeling af gylle, hvilket er i overensstemmelse med det oplyste.

De anvendte data for gedskning og vanding er vist i tabel 5.3.

Tabel 5.3. Data fra mark- og fors@gsplanen i 2023, der indgar ved beregning af perkolation med Daisy. Der er ved bereg-
ningerne ikke skelnet mellem forskellige niveauer af syretilseetning i gyllen, da dette ikke har betydning for beregningerne.
Den tildelte maengde N i gyllen indgar i modellen ved beregning af planteveeksten, som afhaenger af forsyningen af vand og
naeringsstoffer. Den tildelte meengde P indgar ved beregning af ikke-reaktiv stoftransport

Dato Aktivitet Mangde

27/3 Kvaeggylle 29 ton/ha (ca. 84 kg N/ha og 13 kg P/ha)
31/5 Kvaeggylle 29 ton/ha (ca. 107 kg N/ha 12 kg P/ha)
2/6 Vanding 25 mm

11/6 Vanding 25 mm

28/6 Kvaeggylle 29 ton/ha (ca. 110 kg N/ha og 18 kg P/ha)
18/8 Kvaeggylle 29 ton/ha (ca. 107 kg N/ha og 15 kg P/ha)
25/8 Vanding 25 mm

5.4.6 Kadlibrering af vandbalancen

Dynamikken i den modelberegnede perkolation og grundvandsstand blev
indledningsvist sammenholdt med maélte grundvandsniveauer i forsggsom-
radet for at vurdere, hvilken pedotransfer-funktion der var bedst egnet pa den
aktuelle jordtype. Beregningerne, der ses i figur 5.5, viste, at de hydrauliske
parametre opndet med Cosby-funktionen afspejlede dynamikken i grund-
vandsniveauerne bedst. Arsagen hertil er, at den konkrete jordtype med mere
end 5 % organisk stof og meget lave volumenvaegte i de gverste 50 cm og
relativt hgje volumenveegte i 50-100 cm ligger i periferien af gyldighedsomra-
det for Hypres-modellen. Ved de videre analyser anvendes saledes hydrauli-
ske parametre beregnet med Cosby et al. (1984).

Beregnet vandbalance samt malt og beregnet dybde til grundvandet er vist i
figur 5.5.
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Figur 5.5. Tidsserie af beregnet vandbalance samt malt og beregnet dybde til grundvandet i projektperioden med anvendelse
af to forskellige pedotransferfunktioner til beskrivelse af jordens hydrauliske egenskaber. Roddybden er uaendret gennem be-
regningsperioden, fordi afgraden er en flerarig slaetgrees, som allerede var etableret aret inden forsggsperiodens start.
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5.4.7 Beregnet vandbalance for 2023

Beregnede manedsveerdier af vandbalancen er vist i vist i tabel 5.4. Det frem-
gdr, at maj og juni maned var meget torre, hvilket betyder, at den beregnede
perkolation var meget lille i denne periode.



Tabel 5.4 Modelberegnet vandbalance for 2023 pa manedsbasis (mm/maned). Perkolation er opgjort i 1 m dybde.

Méaned Nedbar Vanding Potentiel Aktuel Perkolation
+ tilfgrt med gylle fordampning fordampning (1 m dybde)

1 174 0 8 8 199

2 68 0 15 15 59

3 117 3 32 32 58

4 58 0 66 66 53

5 14 3 109 88 3

6 36 53 148 91 0

7 194 0 124 124 0

8 96 28 92 91 11

9 104 0 73 73 24

10 189 0 26 26 129

11 153 0 10 10 164

12 125 0 5 5 95

5.5 Beregning af ikke-reaktiv stoftransport

Teoretisk transport af et ikke-reaktivt stof gennem jorden blev beregnet ved
brug af Daisy-modellens stoftransportmodel, som beskriver advektions- og
dispersionsprocesser.

Et teoretisk ikke-reaktivt stof med samme molvaegt som PO, blev tilfgjet til
Daisy-beregningerne pa de samme tidspunkter som de gvrige gyllebehand-
linger og i meengder svarende til den tilferte meengde P i gyllen.

I figur 5.6 er de mélte SOs%-koncentrationer vist sammen med det beregnede
koncentrationsforleb for et ikke-reaktivt stof i tre dybder. Det ses, at mélt og
beregnet koncentrationsforlgb felges ad, hvilket indikerer, at transport af
SO4% gennem rodzonen er sammenlignelig med et ikke-reaktivt stof. Denne
sammenheng ses ikke for PO4~P, sandsynligvis pa grund af P-sorption og
optag i planterne/ mikroorganismer (figur 5.7).
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5.6 Opsummering af resultater fra AP2

Pa baggrund af de gennemferte malinger og beregninger kan det ikke ude-
lukkes, at oget udbringning af svovlsyre med gylle kan give anledning til oget
udvaskning af SO,* til vandmiljeet (grundvandet, vandleb, sger). Tilsvarende
effekt ses ikke for PO43-P. Eventuelle effekter pd udvaskning ved langvarig
udbringning af forsuret gylle kan ikke vurderes ud fra resultaterne fra dette
projekt. Langvarige effekter af forsuring i form af mere surt miljo i overjorden
vil i praksis modvirkes af hyppigere tilforsel af kalk.

Der skal tages forbehold for, at der kun indgar et enkelt forsggsar, som var
preeget af en meget tor veekstseeson. Eventuelle effekter kan derfor veere an-
derledes i &r med mere nedber i veekstsaesonen.



6 Rumlig udbredelse af effekter i jord-gylle-
miljger (AP3)

6.1 Formal

Formélet med AP3 var at undersgge effekter af den rumlige udbredelse af gylle.
Dette blev gjort i laboratorieforseg med jordsgijler, hvor kveaeggylle blev tilfort
midten af jordoverfladerne. Hypotesen er, at den rumlige udbredelse vil pa-
virke de fysisk-kemiske parametre, de ekstracelluleere enzymaktiviteter og
mikrobiomet. Formalet med AP3 var en mere detaljeret undersggelse af den
rumlige effekt af gylle med og uden forsuring pa jordens ekstracellulere en-
zymaktivitet og aktive mikrobiom malt som ribosomalt RNA. Analyse af RNA
giver bedre information om, hvilke mikroorganismer der er aktive ift. DNA,
som bidrager med information om forekomst af organismer. Forsuringen af
gyllen med 1,4 % svovlsyre forventes at have storst effekt i neermiljeet, dvs. lige
under gyllen, mens effekten vil aftage med den vertikale og horisontale afstand
fra positionen, hvor gyllen er udlagt. Desuden forventes forsuringen temporaert
at have effekt pé ekstracelluleer enzymaktivitet (EEA) og eendre mikrobiomets
diversitet og struktur. Inden for projektets rammer var det ikke muligt at kvan-
tificere mikrobiomet ved fx direkte teelling af celler eller biomassemal, hvilket
ville have gget forstielsen af effekter pa mikrobiomet og jordens sundhed. For-
spgene blev udfert i mindre jordkerner med centralt tilfert gylle.

6.2 Metoder

6.2.1 Jordsgjler

Forsggene blev udfert med kveaeggylle forsuret med 0, 0,2 og 1,4 % H2SO4 samt
en positiv kontrol med 0,2 % svovlsyre og en negativ kontrol med vand i jord-
sgjler pa 5 cm % 6,4 cm (h x d), som tidligere anvendt af Meng et al. (2022).
V4&d jord (208 g) blev pakket til en densitet pd 1,3 g/cm?, og vandindholdet
blev justeret til 20 %, hvorefter enderne blev forseglet med perforeret para-
film. Jordkernerne blev placeret i merke kasser foret med fugtigt papir ved
15°C i hele forsgget. Jordkernerne var loftet fri af bunden ved at std pa petri-
skale for at undga, at papiret virkede som veege. Efter en uge blev der tilsat
6,9 g gylle eller tilsvarende vandmeengde inde i en mindre cylinder (o = 20
mm) placeret centralt pé jordkernen for at begraense gyllespredningen. Den
mindre cylinder blev fjernet efter seks timer.

Efter hhv. 1, 8 og 28 dages inkubering blev der udtaget prover fra tre dybder;
hhv. 0-5, 5-15 og 35-45 mm under overfladen efter fjernelse af gyllen, fra bade
den centrale del, hvor gyllen var tilfgrt, samt fra den ydre del af jordsgjlen.
Jordkernen blev presset ud af akrylcylinderen og skiveskaret med en metal-
spartel, hvorefter den indre sektion blev udstanset med et hult cylinderstem-
pel (o = 40 mm). Spatelen og stemplet blev skyllet i 2 % hypochlorit, vasket i
demineraliseret vand og terret med kekkenrulle mellem hver jordskive. I
disse jordprever blev vandindhold, gledetab, kvelstofforbindelser og fosfor,
pH, ekstracelluleer enzymaktivitet samt prokaryot- og svampesamfundenes
struktur og diversitet bestemt.
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6.2.2 Fysisk-kemiske analyser

Vandindholdet blev bestemt ved terring ved 105 °C i et degn, hvorefter glo-
detab (loss on ignition = LOI) blev bestemt ved udgladning ved 450 °C natten
over. Nitrit, ammonium og fosfat blev mélt som beskrevet i AP2. pH blev malt
ien 1:10 jord:vand suspension.

6.2.3 Ekstracellulcer enzymaktivitet

Ekstracelluleer enzymaktivitet blev undersegt ved anvendelse af fluorokrom-
meerkede substrater, hvor hastigheden af fraspaltningen af det fluorescerende
MUF maéles som udtryk for ekstracelluleer enzymaktivitet (EEA) som beskre-
vet af Hendriksen et al. (2016). Folgende hydrolytiske enzymaktiviteter blev
bestemt: arylsulfatse, a-glucosidase, B-glucosidase, cellobiosidase, B-xylo-
sidase, kitinase, arylsulfatase og fosformonoesterase.

En 1:10 jord:vand suspension blev ultralydsbehandlet i fem minutter, rystet
pa en Genogrinder ved 1000 rpm i fem minutter og til sidst centrifugeret ved
750 rpm i 10 minutter ved 4°C. 200 pl af denne jordsupernatant, 10 pul MOPS-
buffer og 40 pl relevant MUF-substrat blev pipetteret i individuelle
brende i mikrotiterplader, og enzymernes fraspaltning af det fluorescerende
MUF blev malt i en Clariostar-pladeleeser (460 nm emission, 355 nm
excitation) over 90 min. Efter datatrimning som beskrevet i Christiansen
et al. (2025) blev enzymaktiviteten beregnet ved hjeelp af standardkurver
som i Johansen et al. (2005), udtrykt som nmol MUF pr. g ter jord pr. time
(nmol MUF/g/h).

6.2.4 Mikrobiomets struktur og diversitet

Baseret pa EEA-resultaterne blev mikrobiomets struktur og diversitet
under-spgt i et udvalg af jordpreverne: 0-5 mm indre, 0-5 mm ydre, 5-15
mm indre og 35-45 mm indre for hver jordkerne.

Minimum 2,5 g jord blev frosset i flydende kveelstof og opbevaret ved -80°C
indtil RNA-ekstraktion. Fer ekstraktion af RNA blev jorden frysetorret
(Scan-laf Model Coolsafe 55 Lynge, Danmark) i 72 timer i 50 ml Facon-rer og
homo-geniseret ved hjelp af 15 metalperler (¢ = 2,4 mm) i en Geno/
Grinder 2000 (SPEX CertiPrep, Metuchen, NJ, USA) ved 1500 rpm i 3 min.
RNA blev eks-traheret med kittet NucleoBond RNA Soil Mini (Macherey-
Nagel GmbH & Co., Diiren, Tyskland) ifglge producentens protokol.

Amplikonbiblioteker blev udfert essentielt som tidligere beskrevet (Buivy-
daite et al. 2023) med primere for prokaryoter (16 rRNA-genet, Takahashi
et al. 2014) og svampe (ITS2-regionen, Ihrmark et al. 2012), hvorefter de to
am-plikonbiblioteker blev sekventeret pd Illumina MiSeq pa Institut for
Miljovi-denskab, AU. Bioinformatisk analyse og statistik blev udfert som
beskrevet i Buivydaite et al. (2023). Signifikante forskelle i alfa-diversitet blev
bestemt ud fra ANOVA af Shannon diversitetsindeks, mens forskelle i
struktur ~ blev  ana-lyseret med = “permutational analysis  of
variance” (PERMANOVA). Alle stati-stiske analyser blev udfert med et
signifikansniveau pd 5 % (p<0,05).



6.3 Resultater

6.3.1 Effekt af gylleforsuring

Tilfgrsel af gylle til centrum af jordsgjler havde signifikante effekter pa nitrit,
ammonium og fosfat i de gverste 5 mm af jorden. I 0-5 mm dybde pavirkede
behandlinger og inkuberingstid ikke jordens indhold af organisk stof. Den po-
sitive kontrol (PC) og 1,4 % gylleforsuring (514) seenkede signifikant pH i for-
hold til gylle med ingen (S0) og 0,2 % syre (S2) samt den negative kontrol (NC).
Gyllens bufferkapacitet ser derfor ud til at kompensere for 0,2 % forsuring,.

Tilferslen af gylle agede konsekvent den ekstracellulzere enzymaktivitet, hvil-
ket kan tilskrives nedbrydning af organisk stof i gyllen. Den rumlige fordeling
af gylle medforte horisontale og vertikale forskelle i bade den ekstracellulere
enzymaktivitet og mikrobiomets struktur og diversitet over tid (0-28 dage) og
som folge af behandlingen.

Den ekstracelluleere enzymaktivitet udviste mest markante eendringer i 0-5
mm dybde, hvor enzymaktivitet 0-5 mm under gyllen signifikant eendrede sig
over tid for enzymerne B-glucosidase, xylanase og sulfatase, mens behandling
med gylle uden og med 0,2 % syre signifikant pgede a-glycosidase-og xyla-
naseaktiviteten (figur 6.1A). Uden for gyllens placering i 0-5 mm dybde heem-
mede syrebehandlingen interessant nok signifikant alle enzymer undtagen
cellobiosidase og phosphomonoesterase (figur 6.1B). I de gvrige dybder var
effekterne sporadiske og ikke signifikante.
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De aktive mikrobielle samfunds diversitet og struktur blev analyseret med se-
kventering af ribosomalt RNA med to forskellige primerseet, der koder for hhv.
prokaryoter (bakterier og archaea) (165 rRNA) og svampe (ITS). I de overste 5
mm var diversiteten (alfa-diversiteten bestemt med Shannon diversitetsindeks)
af prokaryoter hgjere med forsuret gyllebehandling (S14) end lav-dosis forsu-
ring (S2) og kontrol med gylle uden forsuring. Denne effekt var ikke detekterbar
dybere end 5 mm. Overordnet var de aktive prokaryoters samfundsstruktur
pavirket af behandlingerne (figur 6.2A), og ligesom for den ekstracellulzere en-
zymaktivitet var pdvirkninger af prokaryoterne sterst i de gverste 5 mm.



Figur 6.2. Diversitet af de aktive
prokaryoter (bakterier og
archaea) i A) de fem forskellige
behandlinger efter 1, 8 og 28 da-
ges inkubering og for alle dybder
og vertikale placeringer og B) 0-5
mm dybde i hhv. centrum og peri-
feri af jordsgjlen med de tre gylle-
behandlinger. Prokaryotsamfun-
dene er analyseret med am-
plikonsekventering af 16S rRNA.
Behandlinger som i figur 6.1.

Strukturen af de aktive prokaryotsamfund bestemt ved 16S rRNA amplikonse-
kventering var signifikant forskellig mellem den positive kontrolbehandling og
behandling med gylle uden og med 0,2 % syre, mens gyllebehandling med 1,4
% syre var signifikant forskellig fra gyllebehandling uden og med 0,2 % syre.
Dog var der ikke forskel mellem centrum og den ydre del af jordsgjlen, og dy-
bere end 15 mm kunne effekt af gylle ikke detekteres.
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Figur 6.3. Diversitet af de aktive
svampe i A) de fem forskellige
behandlinger efter 1, 8 og 28 da-
ges inkubering og for alle dybder
og vertikale placeringer og B) 0-5
mm dybde med de tre gyllebe-
handlinger efter 1, 8 og 28 dages
inkubering. Svampesamfundene
er analyseret med amplikonse-
kventering af ITS RNA. Behand-
linger som i figur 6.1.
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Svampesamfundenes struktur og diversitet blev tilsvarende undersegt med
amplikonsekventering af ITS RNA (figur 6.3), og der var signifikant forskel
mellem behandlingerne og indsamlingstidspunktet. Svampenes diversitet
var signifikant lavere ved S14 end bade positiv og negativ kontrol samt SO i
de gverste 5 mm. Svampesamfundenes struktur i den positive kontrol med
0,2 % syre uden gylle var signifikant forskellig fra alle andre behandlinger,
mens de tre gyllebehandlinger ikke var signifikant forskellige (figur 6.3A). I
de gverste 0-5 mm blev samfundene med tiden mere forskellige (figur 6.3B).
Den relative forekomst af forskellige svampe var dog tydeligt pavirket af
gyllen og yderligere af forsuret gylle (figur 6.4), idet den relative forekomst
af Basidiomycota steg, mens den relative forekomst af Mucoromycota faldt
ved tilfgrsel af gylle. Dette kan skyldes omsaetning af det organiske stof til-
fort med gyllen eller aktive svampe indeholdt i gyllen.



Figur 6.4. Relativ forekomst af
svampe pa klasseniveau. Be-
handlinger som i figur 6.1.
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I den positive kontrol og med 1,4 % forsuret gylle var pH signifikant lavere
end i de gvrige behandlinger. Samtidig blev nogle af de storste forskelle imel-
lem svampesamfundene fundet mellem den positive kontrol (PC) og 1,4 %
forsuret gylle (S514) (figur 6.4), hvorimellem pH ikke var signifikant forskellig.
Dette udelukker en specifik pH-effekt og antyder en kombineret effekt af til-
geengeligt organisk materiale, svampe tilfart med gyllen og pH.

6.3.2 Opsummering af effekter p& mikrobiota i jordsgjleforsag

Gylletilfersel oven pé jorden i centrum af jordsejlen havde en betydelig
lokal effekt pa den ekstracelluleere enzymaktivitet i de gverste 5 mm og
var steerkt aftagende med dybden ned til 4,5 cm.

Effekten af den forsurede gylle pa enzymaktiviteterne var hejere i perife-
rien end i centrum lige under gyllen, hvilket tyder pa horisontal transport
af gyllevaesken.

De aktive prokaryotsamfunds diversitet og struktur var pavirket af be-
handlingerne og iseer i de gverste 5 mm af 1,4 % forsuret gylle, mens den
relative forekomst af forskellige aktive prokaryoter ikke var pavirket.
Mikrobiomet i jordlaget fra 5-15 mm var ikke pévirket.

De aktive svampesamfunds struktur var ligeledes pavirket af behandlin-
gerne og i de gverste lag ogsa af inkuberingstiden (op til 28 dage), mens
diversiteten var uendret. Den relative forekomst af aktive svampe var sig-
nifikant pavirket af 1,4 % forsuret gylle i det gverste jordlag, hvilket kan
have afledte effekter.

Lokalt havde alle behandlinger med kvaeggylle en effekt pa den eks-
tracelluleer enzymaktivitet og pa struktur af prokaryot- og svampesamfun-
dene, mens effekterne ikke blev detekteret 3-5 cm fra gyllens placering.
Ud fra dette forsog er det ikke muligt at vurdere effekt af de malte sendrin-
ger i mikrobiomets struktur over leengere tid eller pa jordens sundhed efter
gentagne udbringninger af forsuret gylle.
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Figur 7.1. Grid placeret i “brutto-
parcellen” og brugt til indsamling
af tilfeeldigt fordelte delpraver i et
enkelt plot
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7 Effekter af forsuret gylle pd mikroleddyr,
regnorme og mikrobiomet (AP4)

7.1 Formal

Formélet med AP4 var at undersgge effekten af forsuret gylle pad mikroleddyr,
regnorme, ekstracelluleer enzymaktivitet og mikrobiomet under realistiske
feltforhold ud fra en hypotese om, at forsuringen vil heemme disse aktiviteter
og organismer i forhold til ikke-forsuret gylle.

7.2 Metoder

I forsagsmarken (beskrevet i AP1) blev i hvert plot indsamlet tre mikroled-
dyrprever og to regnormeprover (delprever) efter konventionelle metoder
(beskrevet nedenfor) i sdvel juni som oktober 2023. Placeringen af provetag-
ningen blev valgt tilfeeldigt ved pa forhand at udveelge tilfeeldige x- og y-
koordinater i hvert plot.

Regnorme- og mikroarthropodprever blev taget 13.-14. juni og 3.-4. oktober,
hhv. to og syv uger efter gylleudbringning. Prgverne blev udtaget tilfeeldigt
inden for de 2 m veern i bruttoparcellen pa 12 m x 12 m (figur 7.1), men dog
altid uden for keresporene.
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Figur 7.2. Indsamling af prgver
under og imellem gyllestrenge i
0-5 cm og 5-10 cm dybde.

Jordprover til analyse af ekstracelluler enzymaktivitet og mikrobiomets
struktur og diversitet blev indsamlet med jordspyd (¢=2 cm) fra 0-20 cm
dybde i hhv. juni (14/6-23, 14 dage efter gyllespredning) og august 2023
(23/8-23, syv dage efter gyllespredning) i de etablerede plots beskrevet i AP1.
Ti stik fra hver plot blev udtaget i et Z, opblandet, hvorefter en delprove blev
udtaget. Baseret pa resultaterne fra juni, hvor indsamlingen var 14 dage efter
gylleudbringning, blev indsamlingen i august udfert syv dage efter gylleud-
bringningen for at optimere muligheden for at se effekt af forsuringen. Desu-
den blev der indsamlet jordprever fra gyllebehandlingen uden (S0) og med
1,4 % syre (514) fra jord under og imellem gyllestrengen i dybderne 0-5 cm og
5-10 cm med fem replikater (figur 7.2). Her blev jordkernen i hvert spyd skub-
bet ud, og de to dybder blev adskilt og opsamlet separat. Alle jordprever blev
umiddelbart delt i to, hvor ca. 30 g blev hurtigfrosset i flydende kveelstof og
opbevaret pa teris indtil overfarsel til -80 °C fryser samme dag. Den reste-
rende jordprgve blev opbevaret ved 4 °C indtil analyse af fysisk-kemiske pa-
rametre og ekstracelluleer enzymaktivitet.
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Ocm

5.em

10 cm

under imellem under

7.2.1 Mikroarthropoder og regnorme

I hvert plot blev der taget tre mikroarthropodprever (26 cm2 x 5,5 cm dybde)
vha. et jordbor monteret med plexiglascylinder. Praverne i cylindrene blev
deekket med pvc-lag i bund og top og opbevaret ved 5° C til dagen efter.
Mikroarthropoder blev uddrevet af preverne i en modificeret MacFadyen
high gradient extractor ved gradvist at ege temperaturen fra 30 til 60 °C.
Springhaler blev efterfglgende bestemt til art, og mider til orden eller familie.

Der blev taget to regnormeprever (delprever) i hvert parcel. Forst blev overjor-
disk vegetation mv. fjernet med saks fra jordoverfladen, og derefter blev en jord-
blok pa 25 x 25 x 30 cm? (I x b % d) gravet op med spade. Den opgravede jordblok
blev handsorteret pa stedet, og de fundne regnorme blev overfert til plastics-
pande med lidt fugtig jord inden hjemtransport. I laboratoriet blev ormene be-
stemt til art vha. ngglen i Sims & Gerard (1999), hvorefter de blev overfert til pe-
triskdle med fugtigt treekpapir for at temme tarmen natten over, hvorefter de blev
vejet (voksne og juvenile for sig). For udvalgte provers vedkommende blev op-
gravning og handsortering af regnorme suppleret med uddrivning vha. senneps-
suspension (Singh et al. 2016), som blev heeldt i de gravede huller ad op til tre
omgange med 15 minutters intervaller. Hvis der ikke kom orme frem ved ferste
tilfersel af sennepssuspension, blev behandlingen ikke gentaget, tilsvarende for
anden tilfersel af sennepssuspension. I hver omgang blev der udheeldt 1 liter su-
spension tilsat 10 g sennepspulver. Kun orme, der kravlede helt ud af jorden, blev
indsamlet. Idet der kun i en ud af fem prover blev fanget orme (et individ) ved
denne metode, blev den ikke anvendt yderligere pa de resterende prover.

31



32

Jordfaunadata blev analyseret statistisk vha. PROC MIXED i SAS ver. 9.4 (SAS
Institute Inc. 2023) ud fra modellen:

Yim=p+ 1+ i+ (1p)ij + Xi + €iju

hvor Yiju er responsvariablen for behandling i, i plot k og blok [; p1 er gennem-
snittet; T; er effekten (fixed) af behandling i; B; ~ N(0, 0%) er effekten af blok
(tilfeeldig); (tB)ij ~ N(0, o) er en tilfeeldig (random effect) faktor, der repraesen-
terer plot-til-plot variationen inden for hver blok (nested); Xi er den kontinu-
erlige kovariateffekt af jordbundstypen beskrevet ved PC1, den forste princi-
pale komponent fra en PCA, der opsummerer variationen fra de fem jord-
bundsegenskaber/tekstur: grovsand, finsand, silt, ler og humus; og i ~ N(O,
0?) er residualfejlen (variationen inden for plots).

For at teste forskelle mellem kontrolgruppen og behandlingerne blev Dun-
nett’s test anvendt, da denne metode korrigerer for multiple sammenlignin-
ger ved at sammenligne hver behandling individuelt mod kontrolgruppen
(SAS Institute Inc. 2023). I enkelte tilfeelde blev contrast-statement anvendst til
specifikke sammenligninger mellem udvalgte behandlinger, fx kontrollen og
enten den positive kontrol (PC) eller kunstgedning (CF), for at undersege
preecise effekter uden at justere for multiple test. Contrast i PROC MIXED ud-
forer en F-test, hvor hypotesen om, at de specificerede kontraster er lig nul,
testes pa baggrund af modellens estimater og varianskomponenter.

7.2.2 Ekstracellulcer enzymaktivitet

Analyse af ekstracelluleer enzymaktivitet blev udfert som beskrevet i AP3.

7.2.3 Molekylcer struktur og diversitet af mikrobiom og invertebrater

RNA blev ekstraheret som beskrevet i AP3, og DNA blev efterfolgende eks-
traheret fra samme prove med et ekstra kit: DNA Set for NucleBond RNA Soil
Mini (Macherey-Nagel GmbH & Co, Diiren, Germany) ifglge protokollen. Ef-
terfolgende blev amplikonsekventering af prokaryoter og svampe samt bioin-
formatik og datanalyse udfert som beskrevet i AP3. Desuden blev invertebra-
ters COl-region af mitokondriet amplificeret med primerne mlCO-
lintF/jdHCO2198 (Geller et al. 2013) og analyseret som for prokaryoter og
svampe. Signifikante forskelle i alfa-diversitet blev bestemt ud fra ANOVA af
Shannon diversitetsindeks, mens forskelle i struktur blev analyseret med
“permutational analysis of variance” (PERMANOVA). Begge analyser blev
analyseret med et signifikansniveau pa 5 % (p<0,05).

7.3 Resultater

7.3.1 Mikroarthropoder og regnorme

Antal individer og taxa (arter, sleegter eller ordener) af mikroarthropoder va-
rierede lidt mellem de to prevetagninger (figur 7.3) med en tendens til flere
dyr i juni end i oktober, mens der for regnormenes vedkommende var bety-
deligt flere dyr i oktober (figur 7.4).
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Figur 7.3. Antal mider, springhaler og mikroarthropoder (MA) i alt samt antal taxa pr. prgve i juni og oktober 2023, to-tre uger
efter udbringning af forsuret gylle. H20: vandkontrol; PC: positiv kontrol; CF: kunstgedning; DI: gylle nedfaeldet; S0, S2, S7,
S14: gylle udbragt med slange, hhv. uden H2S04 og med 2, 7 eller 14 kg H,SO, /ton.

Sammenlignet med tilsvarende gylleudbringning uden forsuring blev der
ikke fundet signifikante effekter af de forskellige niveauer af gylleforsuring
pa antallet af springhaler, mider og mikroarthropoder i alt eller antallet af
mikroarthropod-taxa i hverken juni eller oktober. Antallet og vadveaegten af
regnorme var heller ikke signifikant pavirket af forsuringen i juni, mens der
var en negativ effekt pa op til 25 % af eget forsuring i oktober. Der er generelt
ikke observeret effekter af forsuringen péd enkeltarter, men i oktober pavir-
kede jordbundens sammensaetning, repreesenteret ved PC1 (baseret pa tek-
stur og humusindhold), felsomheden hos regnormearten Aporrectodea tuber-
culata (stor gra orm) over for forsuring. En GLMM-model (PROC GLIMMIX)
blev anvendt til at analysere effekten af syrekoncentration og interaktionen
med jordbundsteksturen repreesenteret ved PC1. Hgjere PCl-veerdier (min-
dre finsand, mere grovsand og humus) eger folsomheden af A. tuberculata
over for syretilseetning. ECyp er anslaet til ca. 1,5 kg syre/ton for gennemsnits-
jordbunden og 3 kg syre/ton for en mere sandet jord fra forsegsomradet. I
den sandede jord anslas ECs til 9 kg syre/ton (figur 7.5). Resultatet tyder sa-
ledes p3, at jordens tekstur pavirker effekten af gylleforsuring pa i hvert fald
nogle regnorme. Eventuelle effekter af udbringning af forsuret gylle i mange
ar i treek kan ikke vurderes ud fra resultaterne fra dette projekt, men kan veere
relevante at underseoge. Der kan desuden vere effekter pa enkeltarter af
mikroarthropoder, som ikke afdeekkes ved analyse af de overordnede data.
Se ogsa neeste afsnit.
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Figur 7.4. Antal og vadvaegt af
regnorme pr. prgve i juni og okto-
ber 2023, to-tre uger efter ud-
bringning af forsuret gylle. H,O:
vandkontrol; PC: positiv kontrol;
CF: kunstgadning; DI: gylle ned-
feeldet; SO, S2, S7, S14: gylle ud-
bragt med slange, hhv. uden
H2S04 og med 2, 7 eller 14 kg
H2$O4 ,ton.

Figur 7.5. Friskvaegt af stor gra
orm, A. tuberculata (g/m?) ved
sti-gende syretilszetning (0, 2, 7
og 14 kg/ton). Sgijler viser
gennem-snitsvaerdier med
standardfejl

(SEM). De eksponentielle kurver
viser modelestimerede sammen-
haenge for gennemsnitlig jord
PC1 (sort) og hgj PC1 (red) med
lavere finsandsindhold, hgjere
grovsandsindhold og humusind-
hold, hvilket gger falsomheden
over for forsuring. EC1o er
anslaet til 1,5 kg syre/ton for
gennem-snitsjordbunden og 3 kg
syre/ton for en mere sandet jord,
mens ECs i den sandede jord er
9 kg syre/ton.
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I'juni reducerede den positive kontrol (kun syre) regnormefriskveegten pr. m?
med 37 % sammenlignet med vandkontrollen (svagt signifikant F-test, P=0.06,
PROC MIXED contrast). Effekten var seerligt tydelig for lang orm, Aporrectodea
longa, som udgjorde en tredjedel af den samlede population, og hvis friskvaegt
faldt signifikant med 72 %. Juvenile orme udgjorde 62 % af regnorme og
havde en svagt signifikant nedgang péd 41 % i forhold til vandkontrollen (F-
test, P=0.07, PROC MIXED contrast).



7.3.2 Opsummering af effekter pd regnorme og mikroarthropoder mdlt
med konventionelle metoder

Anvendelsen af forsuret gylle havde generelt ikke effekter pa antallet af
springhaler, mider og mikroarthropoder i alt sammenlignet med tilsvarende
tilforsel af ikke-forsuret gylle. Antallet og veegten af regnorme var upavirket
af forsuringen efter to tilfersler af forsuret gylle, mens der ved prevetagnin-
gen efter fire udbringninger af forsuret gylle var negative effekter pa regnor-
mene. Desuden pédvirkede jordens tekstur felsomheden af regnormearten stor
grd orm, A. tuberculata, over for forsuring. Langsigtede effekter af forsuret
gylle anvendt over flere ar kan ikke vurderes ud fra resultaterne af dette pro-
jekt, men de fundne effekter ved kort tids anvendelse indikerer, at det kan
veere relevant at underspge langtidseffekter.

7.3.3 Ekstracellullcer enzymaktivitet samt invertebraters og mikrobio-
mets struktur og diversitet

De ekstracelluleere enzymer viste generelt signifikant hejere aktivitet i august
uanset behandling, hvilket sandsynligvis skyldes jordens agede fugtighed og
hgjere rodbiomasse med en tilhgrende hgjere rodeksudation. Der var ingen
signifikante forskelle mellem de forskellige behandlinger med og uden gylle.
Alfa-diversiteten af prokaryoter var ikke signifikant pavirket af gylleforsurin-
gen, hverken i juni eller august. Svampenes diversitet var signifikant hgjere
ved gyllebehandling med 0,2 % syre og lavere ved 0,7 % syre sammenlignet
med gylle uden syre. For invertebrater var diversiteten signifikant lavere ved
gyllebehandling med 0,7 % syre sammenlignet med uforsuret gylle og gylle
med 0,2 % syre. Den genetiske (DNA) struktur af prokaryot-, svampe- og in-
vertebratsamfundene var forskellig i juni og august (figur 7.6). For proka-
ryotsamfundenes struktur blev der ikke fundet forskel mellem behandlinger
i hhv. juni og august, mens behandlingerne havde signifikant effekt pa
svampe og invertebraters samfundsstruktur pa begge tidspunkter. Svampes
samfundsstruktur var signifikant eendret ved behandlinger med gylle med 0,7
og 1,4 % syre ift. gylle forsuret med 0,2 % syre, mens uforsuret gylle ikke var
forskellig fra gylle forsuret med 0,7 og 1,4 %. Specifikke svampesleaegter og -
familier var forskelligt pavirket af syrebehandlet gylle. Invertebratsamfunde-
nes struktur var signifikant pavirket af gylle forsuret med 1,4 % ift. ingen og
0,2 % forsuring, mens gylle forsuret med 0,7 % ikke var signifikant forskellig
fra de andre gyllebehandlinger. Bade svampe- og invertebratsamfundenes di-
versitet var negativt pavirket af gylleforsuringen, mens alle samfundenes
struktur eendrede sig. Den leengerevarende effekt pé iseer svampe- og inver-
tebratsamfundene ved udbringning af forsuret gylle i flere ar kendes ikke.
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Figur 7.6. Genetisk diversitet af
prokaryoter (A), svampe (B) og
invertebrater (C) ved de to ind-
samlinger i hhv. juni og august og
de forskellige behandlinger.
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Figur 7.7. Ekstracelluleer kitina-
seaktivitet i august ved SO og
S14 i to dybder (0-5 cm og 5-10
cm) imellem og under gyllestren-
gen

Jordprever pa 0-10 cm udtaget imellem og under gyllesporene ved gylle uden
forsuring (S0) og med 1,4 % forsuring (S14) viste signifikant hgjere ekstracel-
luleer enzymaktivitet 0-5 cm under gyllesporene end imellem gyllesporene,
hvilket sandsynligvis kan tilskrives tilfgrslen af organisk stof med gyllen. Ved
prevetagningen i juni var der ingen effekt af 1,4 % forsuring pa enzymaktivi-
teterne. Ved preovetagningen i august sa vi en signifikant hgjere aktivitet af
kitinase i jorden behandlet med 1,4 % forsuret gylle sammenlignet med ikke
forsuret gylle (figur 7.7). Dette kan skyldes eendringer i det tilgeengelige orga-
niske materiale, som ved forsuringen kan blive hydrolyseret.

Kitinase

I 5.10imellem
. 5-10under
. 0-5 imellem
. 0-5 under

nm MUF/g/h

Alfa-diversiteten af de aktive prokaryoter og svampe var ikke signifikant pa-
virket af gylleforsuringen under og imellem gyllesporene, hverken i juni eller
august. Ved indsamling 14 dage efter gylleudbringning i juni var der ingen
effekt pa svampe og prokaryotsamfundenes struktur malt ved amplikonse-
kventering af hhv. aktive ITS og 165 rRNA gener. I august, syv dage efter gyl-
leudbringning, var prokaryoters samfundsstruktur signifikant pavirket af be-
handling med uforsuret versus 1,4 % forsuret gylle. Udelukkende svampe-
samfundene var forskellig imellem og under gyllestrengen (figur 7.8). Lige-
som i jordsgjleforspget eendredes den relative forekomst af arbuskuleere my-
korrhiza-svampe (fx Glomeryomycota) under gyllestrengen og mest ved gyl-
lebehandlingen med 1,4 % forsuret gylle (S14), hvilket kan indikere eendringer
i denne fglsomme svampegruppe (figur 7.9).
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Figur 7.9. Relativ forekomst af
svampe imellem og under gylle-
strengen ved behandling med
gylle (S0) og gylle forsuret med
1,4 % syre (S14) syv dage efter
gylleudbringning i august.
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7.3.4 Opsummering af effekter pa ekstracellulcer enzymaktivitet samt
invertebraters og mikrobiomets strultur og diversitet

Pavirkning af jordens sundhed ved tilfersel af gylle forsuret op til 1,4 % med
svovlsyre er beskrevet i markforsgg. Jordens sundhed blev beskrevet ved ekstra-
celluleer enzymaktivitet samt jordens mikrobielle diversitet og struktur med bade
eRNA- og eDNA-teknikker. Gylletilferslen pavirkede de mikrobiologiske para-
metre, primeert teet pa gyllen, dvs. under gyllestrengen, hvor der var en effekt pa
nogle enzymaktiviteter. Her er specielt den stimulerende effekt pa kitinase be-
meerkelsesveerdigt, da kitinaseaktivitet kan relateres til svampebiomasse.

I markforsggets syv forskellige behandlinger var der ingen effekt p& den ekstra-
cellulere enzymaktivitet, mens svampe- og invertebratsamfundenes diversitet
var faldende, og strukturen var pavirket af gyllebehandlinger med stigende for-
suring. Der var indikationer pé effekter pa mykorrhizasvampe, som er en fglsom
svampegruppe. Eventuelle effekter ved langvarig og gentagen udbringning af
forsuret gylle kan ikke vurderes ud fra resultaterne fra dette projekt.
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men kortsigtede resultater indikerer behov for yderligere
undersggelser.
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