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1 Bakgrund

Analys av pavaxtsamhallet i sjoar och vattendrag syftar till att beskriva tillstand och forandringar
med avseende pa artsammansattning, artantal och relativ forekomst av arter, sarskilt
indikatorarter.

Overvakningsmanualen omfattar kiselalgsanalys samt utrakning av index och lampar sig val for

att félja upp de nationella miljdmalen "Levande sjoar och vattendrag”, "Bara naturlig forsurning”,
"Ingen 6vergddning”, ” Ett rikt vaxt- och djurliv’ samt for att 6vervaka skyddad natur.

2 Syfte

Denna undersokningstyp kan anvandas for att:

e bedoma allméan vattenkvalitet och olika typer av paverkan, t.ex. eutrofiering, organisk
fororening och surhet

o kartlagga vattenkvaliteten i enskilda sj6ar och vattendrag och i ett storre omrade, t.ex.
kommun eller lan

o faststalla vilka lokaler som lampar sig for mer detaljerade och langsiktiga
undersokningar eller andra atgarder

o |okalisera punktutslapp

e ge underlag for jamfoérelser mellan lokaler i tid och rum

3 Strategi

Rapporten behandlar kiselalger, vilka ingar i algfraktionen av pavaxtsamhallet. Pavaxtalger
spelar en viktig roll som primarproducenter och kiselalger &r ofta den dominerade gruppen inom
pavaxtalgerna.

Pavaxtsamhallet definieras som: alla organismer inom grupperna alger, bakterier, svampar och
mikroskopiska djur, som sitter fast pa eller lever i direkt anslutning till olika typer av substrat
(stenar, makrofyter etc.) i vattnet (jfr Wetzel 1983).

e Pavaxtsamhallet har manga egenskaper som gor det lampligt att anvanda i
vattenkvalitets- undersokningar (Stevenson et al. 1996):

e Pavaxtorganismerna ar huvudsakligen primarproducenter och upptar en nyckelposition i det
akvatiska ekosystemet mellan kemisk-fysikaliska respektive biologiska komponenter i
naringsvaven. De &r en viktig lank i ekosystemet, med direkt inverkan pa 6vriga organismer i
naringskedjan.

¢ Organismerna ar fastsittande och kan inte fly undan ogynnsamma férandringar i miljén. De
maste antingen anpassa sig till de nya férhallandena eller férsvinna.

e Pavaxtalgssamhallet ar vanligtvis artrikt i forhallande till andra organismsamhallen. Nagra fa
kvadratcentimeter substrat kan innehdlla 6ver 100 arter. Varje art har sitt toleransoptimum
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och preferensspektrum och tillsammans ger de déarfor mycket information om den miljé de
lever i.

e Representativa pavaxtalgprov kan insamlas fran sma ytor och insamlingen stor
darigenom inte ekosystemet.

e Proven ar enkla att handskas med och kréver liten plats for férvaring, vilket férenklar
arkivering. Kiselalger kan férvaras som permanenta preparat, vilka direkt kan analyseras.

| sjéar och vattendrag kan miljéfaktorer uppvisa stora fluktuationer, vilket inverkar pa bl.a. de
kemiska forhallandena. Lag respektive hog vattenforing, stora skillnader i vattenstand, samt
omvéxlande lugna och vindpaverkade forhallanden kan ge en koncentrerings- eller
utspadningseffekt och tillfalliga utslapp fran t.ex. industrier, reningsverk eller jordbruk kan
forekomma. Dylika vaxlingar i miljoférhallandena kan gora det svart att fa en korrekt bild av
tillstandet i sjoar och vattendrag med enbart fysikaliska och kemiska undersokningar, eftersom
dessa endast ger en 6gonblicksbild av tillstdndet vid tidpunkten for provtagningen. En analys av
pavaxt/kiselalgssamhallet aterspeglar daremot forhallandena i vattnet under en langre period
(Iserentant & Blancke 1996; Rimet et al. 2005), upp till ett ar (Kahlert & Andrén 2005), fére
provtagningen. Samtidigt reagerar organismerna sa pass snabbt pa forandringar att t.ex.
punktutslapp kan sparas redan efter nagon dag (Lowe & Pan 1996; Eloranta 1999; Hirst et al.
2004). Basnivan i denna undersokningstyp omfattar analys av kiselalger och utrdkning av index.
Kiselalger anvands allmant for att bedoma vattenkvalitet i Europa, liksom i manga andra lander
sdsom USA, Australien, Japan och Brasilien. | Hering et al. (2006) rekommenderas kiselalger
som bioindikator i de flesta typer av europeiska vattendrag. Under senare ar har
kiselalgsmetoden borjat anvandas med framgang aven i sjdar (Bennion et al. 2014, Kelly et al.
2014, Kahlert & Gottschalk 2014).

Metoden baseras pa det faktum att alla kiselalger har optima med avseende pa tolerans eller
preferens for olika miljoforhallanden (naringsrikedom, organisk fororening, surhet m.m.). Vid
regelbundna europeiska méten ("Use of Algae for Monitoring Rivers”) diskuteras och
harmoniseras provtagnings-, analys- och utvarderingsmetoder (jfr Kelly et al. 1998; SIS 20144a;
SIS 2014b).

Kiselalger finns i nastan alla sjdar och vattendrag och deras taxonomi och autekologi ar val
dokumenterad. Anvandningen i évervakningssituationer kan ses inte bara som ett komplement
eller alternativ till andra metoder, utan ibland som den enda genomférbara biologiska
undersdkningen, nér andra lampliga organismer saknas (Dell'Uomo 1996). Prygiel och Coste
(1996) fann att fororeningsindex baserade pa kiselalgsammansattningen var battre lampade att
spegla paverkan av naringsamnen an andra biologiska index, vilket ocksa har visats for
svenska vatten (Kahlert 2011).

3.1 Kompletterande undersékningar

Undersokningar av fysikaliska och kemiska variabler kan stddja vattenkvalitetsbedémningen
gjord utifran kiselalgerna. En kompletterande 6versiktlig analys av samtliga organismgrupper i
pavaxtsamhallet (Jarlman et al. 1996) kan underlatta att skilja ut vissa biologiska effekter,
eftersom indikatorarter/grupper aven finns i andra delar av pavaxtsamhallet:

e HOga halter av naringsamnen gynnar generellt sett forekomsten av blagronalger, 6gon-
alger och kockala grénalger.

e Organisk férorening medfér bl.a. att mangderna bakterier (utom jarnbakterier), farglosa
flagellater och ciliater dkar.




e Vid h6ga humushalter reduceras dels antalet arter och dels mangderna i
pavaxtsamhallet, samtidigt som bakterietillvaxten gynnas. Vissa arter/slakten/grupper
inom bl.a. 6gonalger och konjugater &r toleranta mot humus.

e Surhet kan sparas i minskat artantal samt en férskjutning i artsammansattning och
mangder mot farre forsurningskéansliga och fler férsurningstoleranta arter.

e Om ett vatten ar paverkat av miljogifter blir pavaxtsamhallet artfattigt samt dominerat av
organismer med mycket stor tolerans for olika miljéférhallanden.

o Forhojda salthalter konstateras genom en 6kad férekomst av arter som tolererar hdg
konduktivitet samt forekomst av brack-/saltvattensformer av kiselalger.

3.2 Provplatser/0vervakningsstationer

Antalet provtagningsstationer fastlaggs utifran malsattningen med undersokningen. Minst en
opaverkad referensstation bor ingd. Lokalerna véljs om majligt sa att de &r lattillgangliga.
Provtagningsstationerna i vattendrag bor helst Iaggas i partier med strommande vatten.
Harigenom far man en kontinuerlig transport av nytt vatten forbi organismerna, vilket forhindrar
att en lokal kemisk miljé utvecklas runt pavaxtsamhallet. Dessutom minimeras sedimentationen
av organismer och partiklar, d.v.s. man finner i huvudsak organismer som verkligen vaxer pa
platsen. Av samma anledning boér vindutsatta strandpartier véljas i sjdar. Helst ska stenar av
lamplig storlek (ca 10-25 cm) finnas pa lokalen. | sjdar ska lokaler nara in- eller utfléde
undvikas. Lokaler med tydlig mansklig paverkan sdsom badplatser och dyl. ska ocksa undvikas
ifall de inte direkt &r objektet for undersokningen. Lokalen ska ha fritt vattenutbyte med
huvudbasséngen av sjon, dvs. instangda vikar skall undvikas. | langsamt flytande vattendrag
kan pavaxtalger vara den enda praktiskt anvandbara biologiska indikatorn. For att da undvika
sedimentationsproblem kan prov har insamlas fran vertikala ytor. Det ar ocksa méjligt att samla
in prov fran vaxter nar lampliga stenar saknas pa lokalen.

3.3 Frekvens och tidpunkter

Provtagningsfrekvensen och tidpunkten fér provtagning ar beroende av syftet med
undersokningen. For tidsseriedvervakning av vattenkvalitet récker i allménhet ett
provtagningstillfalle per ar, under den period da pavaxtsamhallet ar maximalt utvecklat, d.v.s. pa
sensommaren/ hosten innan nedbrytningen av vegetationen bdorjar. Provtagning under eller kort
tid efter kraftigt hogvatten bor undvikas, eftersom pavaxten da kan ha rivits loss. Minst fyra
veckor bor ha forflutit efter dylika episoder, for att organismsamhaéllet ska kunna anses ha
stabiliserat sig.

Om man vill skapa tidsserier bor prov insamlas varje ar vid samma tidsperiod, eftersom
mellanarsvariationerna kan vara stora och en glesare provtagning forlanger den tid det tar att
upptacka en faktisk forandring. Vid periodiska utslapp, t.ex. fran jordbruk, laggs provtagningen i
anslutning till dessa.

For bedémning av punktutslapp med s.k. uppstroms-nedstromsundersokning kan prov tas i
stort sett nar som helst under aret. Vill man belagga arstidsvariationer i pavéaxtsamhallet tas
prov vid flera tillfallen under aret; antal och tidpunkt bestams av malsattningen med under-
sokningen och av naturgeografiska férhallanden. Om syftet med undersokningen ar att jamfora
olika punkter, t.ex. inom ett avrinningsomrade, bor provtagningarna utforas inom ett sa kort
tidsintervall som mgjligt.




3.4 Statistiska aspekter

Langa tidsserier (vanligtvis minst fem ar) och/eller tata provtagningar okar majligheten att
statistiskt belagga sma forandringar i vattenkvaliteten. Stora forandringar kan emellertid
upptéackas genom tva provtagningar. Om provtagningspunkter kan laggas pa likartade lokaler
bade uppstroms och nedstréms en utslappskalla 6kar mojligheten att belagga dven mindre
forandringar i miljoférhallandena.

For att valja lamplig statistisk bearbetning rekommenderas den handledning i analys av
miljoévervakningsdata, som finns pa www.miljostatistik.se.

4 Undersdkningen

4.1 Variabler

Artbestamning och rékning av minst 400 kiselalgsskal.

Omrade Foreteelse* | Determin | Enhet Prioritet | Frekvens Referens
and 1 och till metod
(Méatvaria hogst) tidpunkter
bel)
Kiselalger, Antal skal 1 minst 1 denna
lista Gver gang/ar under-
arter sokningst
yp
Sjo eller Pavaxtalger | Tacknings
vattendrag, grad
Provtagning .
s- station S(’;:;ij'g
(koordinater)
Substrattyp | Sten,
vaxtart
0.S.V.

Samt tilldmpliga data enligt ”Lokalbeskrivningen”

4.2 Observations- och provtagningsmetoder

Prov tas fran en ca 10 m lang provtagningsstracka, som ar representativ for lokalen nar det
galler bottensubstrat, vegetation, vattendjup och vattenhastighet. Provtagningsstréckan
omfattar helst hela vattendragets bredd; annars sa langt ut i vattendraget respektive sjon som
ar mojligt, beroende péa djup- och stromférhallanden. Vid aterkommande provtagningar i ett
vattendrag anvands fasta provtagningsstrackor. Laget anges med x/y-koordinater med hjalp av
GPS, samt relateras till fixpunkter pa land och dokumenteras med ett faltprotokoll enligt
undersokningstyp "Lokalbeskrivning” (detaljerat forsta gangen lokalen besdks) samt med skiss
och foto. Alla provtagningsdjup som enkelt kan nas ikladd vadarbyxor &r lampliga, sa lange
substratet befinner sig i den eufotiska zonen (dvs. dar tillréackligt med ytljus nar ner for att det
skall forekomma fotosyntes). Det grunda omradet narmast strandkanten undviks dock, eftersom
dar finns risk att fa med substrat som varit utsatt for uttorkning. Omraden med lag
stromhastighet eller kraftig skuggning bor ocksa undvikas, utom nar de ar karakteristiska for
provtagningslokalen.
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Pavaxten ska helst tas fran stenar utan tradformiga alger/mossa och stenarna ska ha befunnit
sig under vatten i minst fyra veckor fére provtagningen. For att fa ett representativt prov av
kiselalgssamhallet anvands minst fem stenar, som ar tillrackligt stora for att inte flyttas under
normala stromforhallanden. Ca 10-25 cm i diameter brukar vara lampligt — storre kan vara svara
att hantera. P& naringsfattiga lokaler samt nar endast sma stenar forekommer, bor antalet
stenar okas till minst tio. Stenarna skall véljas sa att den 6vre ytan inte ar tackt av andra stenar.
Stenarna lyfts fran bottnen och skoljs forsiktigt sa att |6st sedimenterat material fas bort.
Déarefter borstas den 6vre ytan av stenarna med ny, alternativt mycket val rengjord, tandborste
och materialet skoljs ner i en plastvanna eller liknande. Tag ungefar 200-500 ml dvatten i ett
litermatt; mangden &r beroende av vilken storlek pa burk som anvands. Om avattnet ar klart kan
det anvandas direkt; om det &r grumligt bor det filtreras genom ett planktonnat (helst 10 um).
Observera att natet maste rengoras noggrant mellan provtagningslokalerna. Hall stenen éver
vannan, borsta den dvre ytan och skolj ner materialet i vannan med sma mangder av vattnet.
Borstningen och skaljningen upprepas atminstone tre ganger pa varje sten. Nar alla stenarna
borstats ska vattnet i vannan vara tydligt grumligt.

Ar de flesta av lokalens stenar tackta av tradformiga alger eller mossa sa anvands dessa stenar
med algerna/mossan sittande kvar och borstning sker enligt ovan. Innan pavaxtprovet halls i
burken/burkarna avlagsnas eventuella algtradar/mossfragment. Saknas lampliga stenar pa
lokalen kan prov tas fran vattenvaxter. Det &r viktigt att inte anvanda vattenvaxter som haller pa
att brytas ner, och inte heller enbart nya skott, dar algsamhéllet inte har hunnit utvecklas. Delar
av levande vattenvaxter plockas/klipps av och laggs i en burk med 200-500 ml vatten. Burken
skakas kraftigt, varefter vaxtmaterialet kramas ur och avlagsnas.

Sand, lera eller mjukbottenmaterial samt tré/pinnar bor undvikas som substrat. Substrattyp och
antal borstade stenar ska anges pa faltprotokollet. Materialet blandas noggrant och hélls i tva
100-250 ml burkar. Om levande material ska analyseras, efter 6verenskommelse med
utforaren, fylls aven en liten burk pa ca 20 ml. Lat de stora burkarna sta svalt och morkt (i
kylvaska med frysklampar alternativt i kylskap) tills materialet sjunkit ordentligt (atminstone Gver
natten). Dekantera déarefter av ca 2/3 av vatskan och ersétt med 96 % etanol. Vid for tidig
dekantering riskerar man att halla av sma kiselalger, vilka tar lang tid pa sig att sedimentera.
Om man anvander en mindre vattenvolym fran bérjan kan man fixera provet direkt utan
sedimentering, genom att tillsatta minst dubbla mangden 96 % etanol. Den ena burken skickas
till den som skall analysera provet och den andra sparas, om nagot skulle handa med
forsandelsen. Den lilla burken férvaras morkt och svalt och skickas ofixerad, senast dagen efter
provtagningen, till experten fér analys av levande material. Andra méjliga fixeringsmedel, t.ex.
Lugols l6sning eller formalinldsning, finns angivna i SIS 2014a, men dessa bor inte anvandas
utan att utféraren i forvag godkant det.

Det ar viktigt for en helhetsbeddmning att uppskatta det synliga pavaxtalgernas tackningsgrad
enligt den 3-gradiga skalan pa faltprotokollet. Om det finns stora mangder synlig pavaxt pa
provtagningslokalen tas ett prov och laggs i en liten burk, plastpase e. dyl. med avatten.
Tackningsgraden anges pa faltprotokollet. Om bakteriepavaxt finns (gravita/beigefargade
tofsar), aven i mindre mangd, tas ett separat prov av denna och férekomsten noteras i
faltprotokollet. Proven férvaras morkt och svalt och skickas sa fort som magjligt till den som skalll
analysera dem, som alltid maste informeras i férvag att prover med farskt material ar pa vag.




4.3 Utrustningslista

| Bilaga 1 anges lamplig utrustning for insamling av pavaxtprov.

4.4 Tillvaratagande av prov och analysmetod

Kiselalgsskalen rengors genom att pavaxtmaterialet kokas med vateperoxid och tvattas genom
centrifugering med destillerat vatten (se Bilaga 2). Andra metoder anges i SIS 2014a. Darefter
inbaddas kiselalgsskalen i Naphrax (www.brunelmicroscopes.co.uk), Hyrax eller liknande, med
brytningsindex >1,6.

Artbestamning och rakning av kiselalgsskal (2400 st) gors i ljusmikroskop i minst 1000x
forstoring med oljeimmersionsobjektiv. Mikroskopet ska vara utrustat med atminstone
faskontrast och helst interferenskontrast. For svenska forhallanden rekommenderas:

e rakning av varje skal for sig (d.v.s. en kiselalg = tva skal)
e att endast hela skal rdknas

| den svenska kiselalgsmetoden behandlas tills vidare huvudarten Achnanthidium minutissimum
ADMI (tidigare Achnanthes minutissima) och dess varieteter (enligt Tafel 32-34 i
Susswasserflora von Mitteleuropa Band 2/4, Krammer & Lange-Bertalot, 1991) tillsammans.
Skalbredden mats for 10-20 individer och ett medelvarde berdknas. Detta medelvarde anvands
for att ange vilken av tre olika grupper, som alla raknade ADMI-skal i provet ska tillhéra: ADM1
(medelbredd < 2,2 um), ADM2 (medelbredd 2,2-2,8 um) och ADM3 (medelbredd > 2,8 pum).
ADM1 brukar forekomma i oligotrofa vatten pa hogre hojder, ADM3 finns i eutrofa och
fororenade vatten, medan ADM2 férekommer i 6vriga vatten. Det framraknade medelvardet for
ADMI-bredden ska anges for varje provtagningspunkt, t.ex. pa artlistan.

For narmare beskrivning av sjalva réakningsproceduren hanvisas till SIS 2014b.

En artlista med auktorsnamn (i separat falt eller kolumn) samt antal rdknade skal per art
upprattas. De mest vanligt férekommande kiselalgsarterna i Sverige hittas i taxalistan Kiselalger
i svenska sotvatten som finns pa SLUs webbtjanst Miljodata MVM. Bestamningslitteratur for
kiselalger, indelad i nddvandig och rekommenderad litteratur samt speciallitteratur, finns i Bilaga
3. Réknas arter/taxa som inte finns med i den nationella artlistan rapporteras dessa till
datavarden (se nedan), tillsammans med mikroskopfoto, for att komma med i den arliga
uppdateringen av denna artlista.

Lamplig utrustning for laboratorieanalys finns angiven i Bilaga 1.
Lagring av fixerat pavaxtprov sker i minst ett ar efter rapportering, antingen hos uppdrags-
givaren eller hos den som utfért undersokningen. Kiselalgspreparat arkiveras hos den som

utfort undersdkningen. Om aven de rengjorda kiselalgsskalen (fixerade med t.ex. etanol)
sparas, kan vid behov ytterligare preparat framstallas.

4.5 Faltprotokoll

Ett faltprotokoll enligt undersékningstyp "Lokalbeskrivning” fylls i fér varje provtagnings- lokal.
Under "6vrigt” anges:

o fran vilket/vilka substrat prov av pavaxtsamhallet tagits (sten, vaxt eller annat)
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e hur manga stenar som borstats

e hur mycket av pavaxten som &r synlig med blotta 6gat. Detta bor uttryckas i form av
tackningsgrad (3-gradig skala), d.v.s. hur stor andel av bottenytan som ar tackt:

1=<5% av observerad bottenyta
2=5-50% av observerad bottenyta
3=>50% av observerad bottenyta

5 Kvalitetssakring

Provtagning ska utféras av person som omfattas av ackreditering for eller har dokumenterad
kunskap om provtagningsteknik for pavaxt.

Laboratorieanalys och utvardering av resultat ska utféras vid laboratorium som &r ackrediterat
for pavaxtanalyser och som deltar i forekommande svenska/skandinaviska interkalibreringar (se
t.ex. www.norbaf.net).

Foljande taxalistan ska anvandas vid inrapportering: Kiselalger i svenska sotvatten, som finns
pa SLUs webbtjanst Miljodata MVM. Bestamningslitteratur for kiselalger, indelad i nddvandig
och rekommenderad litteratur samt speciallitteratur, finns i Bilaga 3.

Minst ett kiselalgspreparat sparas i en preparatsamling hos utféraren och kan darigenom vid
behov anvandas for framtida kontroll eller kompletterande analys.

5.1 Rapportering

De parametrar som ska klassificeras for kvalitetsfaktorn kiselalger ar de tva indexen IPS och
ACID. IPS visar paverkan av naringsamnen och lattnedbrytbar organisk férorening och ACID
visar surheten. Aven stédparameterna % PT (indikerar lattnedbrytbar organisk fororening) och
TDI (indikerar naringsrikedom) kan anvandas for en sékrare klassificering, framfor allt nar
IPS-indexet ligger néra en klassgrans. Surhetsindexet ACID ger ingen statusklass, d.v.s. skiljer
inte pa vad som ar naturligt respektive antropogent forsurat, utan grupperar endast
vattendragen i pH-regimer (surhetsklasser). IPS och ACID fungerar i hela Sverige och
referensvarden och klassgranser ar desamma for hela landet.

IPS (Indice de Polluo-sensibilité Spécifique, Coste i Cemagref 1982) ar utvecklat for att visa
paverkan av naringsamnen och lattnedbrytbar organisk férorening i ett vattendrag. Indexet
bygger pa alla noterade kiselalgsarter. IPS beraknas med hjalp av formeln (jfr Zelinka & Marvan
1961):

SAIS|Vi/ ZAVj

dar Aj ar den relativa abundansen i procent av taxon j, Vj ar indikatorvardet hos taxon j (1-3, dar
ett hogt varde betyder att ett taxon endast tal begransade ekologiska variationer, d.v.s. ar en
stark indikator) och Sj ar fororeningskansligheten hos taxon j (1-5, dar ett hogt varde visar en
hog fororeningskanslighet). Resultat erhallina enligt formeln ovan réaknas om till skalan 1-

20 (enligt 4,75 * ursprungligt indexvarde — 3,75), dar 20 ar vardet for basta vattenkvalitet.

Som komplement till IPS-indexet gors berékning av TDI, Trophic Diatom Index, och
% PT, Pollution Tolerant valves (Kelly 1998) — en klassificering av kiselalger utifran deras
tolerans mot néaringsrikedom respektive lattnedbrytbar organisk fororening. TDI enligt Kelly
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(1998) beraknas pa samma séatt som IPS. Skillnaden ar att kanslighetsvardet anger
kansligheten mot naringsrikedom, och att laga varden visar en hog kanslighet. % PT ar
summan av andelen kiselalger som &r klassificerade som toleranta mot lattnedbrytbar organisk
fororening enligt Kelly (1998). Observera att Sverige anvander TDI-versionen fran

1998 och inte den reviderade versionen, vilken inte passar lika bra for svenska forhallanden.
TDI och % PT har visat sig vara anvandbara for att skilja mellan mera paverkade svenska
vatten. Sjbar och vattendrag delas in i vattenkvalitetsklasser med hjélp av IPS, men vid
gransfall kan TDI och % PT anvandas for att fértydliga resultaten.

Surhetsindexet ACID — ACidity Index for Diatoms (Andrén & Jarlman 2008) beréknas for att
klassa vattendragets surhet:

ACID = [log((ADMI/EUNO)+0,003)+2,5] + [log((circumneutrala+alkalifila+alkalibionta)/
(acidobionta+acidofila)+0,003)+2,5]

*En taljare eller namnare = 0 ersatts med 1, nar relativa abundansen uttrycks som procent. |
Omnidia anges den relativa abundansen av van Dams grupper i promille, varvid 0 ersatts med
10.

Den forsta delen av indexet baseras pa kvoten mellan den relativa abundansen av artkomplexet
Achanthidium minutissimum (ADMI) och slaktet Eunotia (EUNO). Den andra delen av indexet
tar hansyn till alla kiselalger i provet och baseras pa foljande indelning (enligt van Dam et al.
1994):

acidobiont huvudsakligen férekommande vid pH < 5,5

acidofil huvudsakligen férekommande vid pH <7

circumneutral huvudsakligen férekommande vid pH-varden omkring 7
alkalifil huvudsakligen férekommande vid pH > 7

alkalibiont endast forekommande vid pH > 7

For berékning av IPS, TDI, % PT, andelarna av de olika surhetsgrupperna och andra
kiselalgsindex/-klassificeringar rekommenderas mjukvaran OMNIDIA (Lecointe et al. 1993,
http://perso.club-internet.fr/clci/tour_guide.htm). OMNIDIA &ar en oberoende programvara som
uppdateras regelbundet, vilket innebar att en utférare i Sverige maste uppdatera indexvardena
enligt gdllande svenska art- och indexlistor. Berékning av ACID kan goéras i en excelfil, dar
forekomsten av 0 i ekvationen kontrolleras speciellt. Ett svenskt nationellt webbaserat verktyg
for berékning av svenska index forvantas bli klart under 2015.

Artsammansattningen, antalet raknade kiselalgsarter, diversiteten samt de omvarldsfaktorer
som angetts pa faltprotokollet beaktas i kommentarer till tillstAndsbeddmningen.

Resultaten utvarderas enligt Naturvardsverkets senaste utgava av Bedémningsgrunder for

miljokvalitet. Sjéar och vattendrag, och redovisas i tabellform eller text. De kan ocksa
askadliggoras i form av en fargkarta over tillstandet i ett vattendrag eller i ett storre omrade.

6 Hantering och leverans av data

Data Overfors pa 6verenskommet satt till datavarden. En genomgang och validering av data ska
vara gjord fore leverans.
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Datavard:

Sveriges lantbruksuniversitet
Institutionen for vatten och milj6
Box 7050

750 07 Uppsala

Tfn: 018-67 10 00 (vaxel)

E-post: datavard-vatten@slu.se

Leveransmall hittas pa SLUs hemsida om dataleveranser till datavardskapet.

7 Synergieffekter

For att sanka provtagningskostnaderna kan man, om mdjligt, samordna undersékningen med annan
prov- tagning i sjdar och vattendrag, t.ex. vattenkemi, bottenfauna, elfiske.

8 Tids- och kostnadsuppskattning

Provtagningskostnaderna (arvode, reseerséattning och traktamente) ar avhangiga av
undersokningens upplagg. Pavaxtprovtagningen bor, om majligt, samordnas med t.ex. vattenprov-
tagning. Provtagningen tar ca 0,5 timme per station.

Framstallning av kiselalgspreparat, kiselalgsanalys, utvardering med hjalp av index samt kort- fattad
rapportering tar ca 4-8 timmar.

Kostnader for utforligare rapportering eller sammanstallning av data samt for eventuell fotografering
tillkommer.

9 Ovrigt

Preliminar screeningmetod med syfte att upptacka en paverkan av tungmetaller eller
bekdmpningsmedel med hjélp av andelen deformerade kiselalgsskal i ett prov

En preliminar metod har tagits fram for att bedoma om risk for giftpaverkan féreligger (Kahlert
2012). Giftpaverkan ingar namligen inte i de ovan beskrivna indexen (IPS, TDI, % PT, ACID).
Utvecklingsprojektet visar att den genomsnittliga andelen deformerade kiselalgsskal &r 1&g i vatten
som ar opaverkade av tungmetaller eller jordbruk. Andelen deformerade kiselalgsskal 6kar daremot
signifikant vid tungmetall- och bekdmpningsmedelspaverkan. Varden > 1 % ska noteras som en
indikation p& en mojlig paverkan.
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Rekommendationer for analys av deformerade skal

Metoden for analys av skaldeformationer har utvecklats av Maria Kahlert, SLU, och Amelie Jariman,
Jarlman Konsult AB, Lund och Medins Biologi AB, Molnlycke. Efter utvardering (Kahlert 2012) har
det beslutats (NorBAF workshop 2013) féljande:

Vid den ordinarie rakningen av minst 400 skal noteras hur manga som &r deformerade.
Deformeringarna delas in i fyra kategorier enligt:

onormal form - svag
onormal form - stark
onormalt monster pa skalet - svag
onormalt moénster pa skalet — stark

Foljande ingar i respektive kategori (for illustrationer se Kahlert 2012):

Onormal form Onormalt monster
asymmetrisk avvikande striering
bojd avvikande raf
inbuktad ovrigt

utbuktad

ovrigt

Till uppdragsgivare och datavérd rapporteras foljande:

a) misshildningar i % av de minst 400 stycken réknade skalen
b) antalet svagt resp. starkt misshildade skal av de typerna ovan
c) foton av representativa missbildade skal

Preliminart delas missbildningsfrekvensen in i féljande kategorier:

Preliminér klassning av missbildningsfrekvens

<1% ingen eller obetydlig
1-2% lag

2-4 % mattlig

4-8 % hdg

>8% mycket hog

Utforare ska ha genomgatt NorBAF- interkalibrering for att analyserna ska bli jamforbara. Lamplig
litteratur om missbildningar ar Kahlert (2012), Falasco et al. (2009).
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10 Forfattare och kontaktpersoner

Vid fragor gallande denna 6vervakningsmanual vanligen kontakta Havs- och vattenmyndigheten,
ange diarienummer som referens.

Kontakt Havs-och vattenmyndigheten;

e-post: miljoovervakning@havochvatten.se
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Bilaga 1 Utrustningslista
Utrustning och praktiska rad for insamling av pavaxtprov

Tandborstar/kniv/pincett etc. att anvandas vid insamlingen av pavéaxtorganismer.

Vit plastvanna att anvandas vid insamling av prov, samt vid sortering av makroskopiskt
algmaterial.

Provburkar, som ar helt tata och l[ampar sig for lagring. Lamplig storlek ar ca 20 ml for de
makroskopiska pavaxtenheterna och fér eventuellt prov for analys av levande pavaxtmaterial, samt
ca 100-250 ml for fixerade prov av mikrosamhaéllet.

Marktape eller vattenbestandigt markpapper att lagga i provburken. OBS: alla burkar méarks med
datum, provtagningslokal och nr/beteckning.

96 % etanol anvands for fixering av pavaxtmaterialet (spades till ca 70 % koncentration i provet,
d.v.s. man tillsétter ca 2/3 av burkens volym). Eventuellt kan fixeringen géras med Lugols I6sning
eller formalin.

Vattenkikare gor det lattare att se vad som vaxer pa lokalen, att vardera tackningsgrad samt att
klassa substrattyp och -storlek.

Réfsa, hav eller dylikt underlattar insamlingen nar vattenféringen ar hog.
Vadarstovlar/byxor och regnklader
Flytvast och livlina eller annan sékerhetsutrustning.

Kamera/videokamera for att dokumentera dels sjalva provtagningslokalen och dels makro-
skopiskt synlig pavéxt.

GPS for att ange x/y-koordinater fér provtagningspunkten.

Barbar kylvaska med frysklampar for forvaring av prov fore fixering samt for transport av levande
pavaxtmaterial till laboratoriet.
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Utrustning for laboratorieanalys

Dragskap eller motsvarande

Vateperoxid (40 %)

Saltsyra (HCI)

Bordscentrifug (ca 3500 varv/min) och centrifugror
Destillerat vatten

Naphrax/Hyrax

Stereomikroskop

Ljusmikroskop utrustat med féljande objektiv: 10x, 40x och 100x oljeimmersion med fas- eller
interferenskontrast samt ett matokular (10-15x) med kalibrerad skala. Vidare rekommenderas 4x
och 20-25x objektiv. Det ar en foérdel om mikroskopet &r utrustat med kamera.

Objektglas

Tackglas

Immersionsolja

Pincett

Pasteurpipetter eller motsvarande
Bestamningslitteratur (se Bilaga 3)

Protokoll for rakning av kiselalgsskal
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Bilaga 2 Framstéllning av kiselalgspreparat

1.

2.

3.

8.

9.

Levande (ofixerat) alternativt etanolfixerat pavaxtprov anvands.

Ett par ml pavaxtmaterial Gverfors till ett centrifugror (ca 15 ml).

Materialet centrifugeras (ca 3500 varv/minut; ca 10-15 min per centrifugering) och vatskan
halls av. Om materialet fixerats med nagot annat &n etanol, tvattas det med destillerat
vatten genom centrifugering ett par ggr.

Vateperoxid (40 %) tillsatts (sma mangder i taget, for att undvika alltfor haftig reaktion)
och réren stalls i varmeskap (ca 60-70 °C) dver natten.

Om provet ar fargat av jarnforekomst kan ett par droppar HCI tillsattas, efter att roret tagits
ut ur varmeskapet.

Efter att proven svalnat tvattas materialet minst 3 ggr med destillerat vatten (enligt ovan).
Det rengjorda kiselalgsmaterialet spades med destillerat vatten till lamplig koncentration.

Kiselalgsmaterialet droppas pa tackglas och far torka.

10. Inbaddning sker i Naphrax eller liknande.

11. Preparaten etiketteras och forvaras i objektglasboxar.

12. De rengjorda kiselalgsskalen kan sparas i etanol.

For alternativa metoder for preparatframstallning, se SIS 2014b.
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Bilaga 3 Bestamningslitteratur for kiselalger, Bacillariophyceae
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	1 Bakgrund 
	Analys av påväxtsamhället i sjöar och vattendrag syftar till att beskriva tillstånd och förändringar med avseende på artsammansättning, artantal och relativ förekomst av arter, särskilt indikatorarter.  
	 
	Övervakningsmanualen omfattar kiselalgsanalys samt uträkning av index och lämpar sig väl för att följa upp de nationella miljömålen ”Levande sjöar och vattendrag”, ”Bara naturlig försurning”, ”Ingen övergödning”, ” Ett rikt växt- och djurliv” samt för att övervaka skyddad natur. 
	 
	2 Syfte 
	Denna undersökningstyp kan användas för att: 
	 bedöma allmän vattenkvalitet och olika typer av påverkan, t.ex. eutrofiering, organisk förorening och surhet 
	 bedöma allmän vattenkvalitet och olika typer av påverkan, t.ex. eutrofiering, organisk förorening och surhet 
	 bedöma allmän vattenkvalitet och olika typer av påverkan, t.ex. eutrofiering, organisk förorening och surhet 


	 
	 kartlägga vattenkvaliteten i enskilda sjöar och vattendrag och i ett större område, t.ex. kommun eller län 
	 kartlägga vattenkvaliteten i enskilda sjöar och vattendrag och i ett större område, t.ex. kommun eller län 
	 kartlägga vattenkvaliteten i enskilda sjöar och vattendrag och i ett större område, t.ex. kommun eller län 


	 
	 fastställa vilka lokaler som lämpar sig för mer detaljerade och långsiktiga undersökningar eller andra åtgärder 
	 fastställa vilka lokaler som lämpar sig för mer detaljerade och långsiktiga undersökningar eller andra åtgärder 
	 fastställa vilka lokaler som lämpar sig för mer detaljerade och långsiktiga undersökningar eller andra åtgärder 


	 
	 lokalisera punktutsläpp 
	 lokalisera punktutsläpp 
	 lokalisera punktutsläpp 


	 
	 ge underlag för jämförelser mellan lokaler i tid och rum 
	 ge underlag för jämförelser mellan lokaler i tid och rum 
	 ge underlag för jämförelser mellan lokaler i tid och rum 


	 
	3 Strategi 
	Rapporten behandlar kiselalger, vilka ingår i algfraktionen av påväxtsamhället. Påväxtalger spelar en viktig roll som primärproducenter och kiselalger är ofta den dominerade gruppen inom påväxtalgerna. 
	 
	Påväxtsamhället definieras som: alla organismer inom grupperna alger, bakterier, svampar och mikroskopiska djur, som sitter fast på eller lever i direkt anslutning till olika typer av substrat (stenar, makrofyter etc.) i vattnet (jfr Wetzel 1983). 
	 
	 Påväxtsamhället har många egenskaper som gör det lämpligt att använda i vattenkvalitets- undersökningar (Stevenson et al. 1996): 
	 Påväxtsamhället har många egenskaper som gör det lämpligt att använda i vattenkvalitets- undersökningar (Stevenson et al. 1996): 
	 Påväxtsamhället har många egenskaper som gör det lämpligt att använda i vattenkvalitets- undersökningar (Stevenson et al. 1996): 


	 
	 Påväxtorganismerna är huvudsakligen primärproducenter och upptar en nyckelposition i det akvatiska ekosystemet mellan kemisk-fysikaliska respektive biologiska komponenter i näringsväven. De är en viktig länk i ekosystemet, med direkt inverkan på övriga organismer i näringskedjan. 
	 Påväxtorganismerna är huvudsakligen primärproducenter och upptar en nyckelposition i det akvatiska ekosystemet mellan kemisk-fysikaliska respektive biologiska komponenter i näringsväven. De är en viktig länk i ekosystemet, med direkt inverkan på övriga organismer i näringskedjan. 
	 Påväxtorganismerna är huvudsakligen primärproducenter och upptar en nyckelposition i det akvatiska ekosystemet mellan kemisk-fysikaliska respektive biologiska komponenter i näringsväven. De är en viktig länk i ekosystemet, med direkt inverkan på övriga organismer i näringskedjan. 


	 
	 Organismerna är fastsittande och kan inte fly undan ogynnsamma förändringar i miljön. De måste antingen anpassa sig till de nya förhållandena eller försvinna. 
	 Organismerna är fastsittande och kan inte fly undan ogynnsamma förändringar i miljön. De måste antingen anpassa sig till de nya förhållandena eller försvinna. 
	 Organismerna är fastsittande och kan inte fly undan ogynnsamma förändringar i miljön. De måste antingen anpassa sig till de nya förhållandena eller försvinna. 


	 
	 Påväxtalgssamhället är vanligtvis artrikt i förhållande till andra organismsamhällen. Några få kvadratcentimeter substrat kan innehålla över 100 arter. Varje art har sitt toleransoptimum 
	 Påväxtalgssamhället är vanligtvis artrikt i förhållande till andra organismsamhällen. Några få kvadratcentimeter substrat kan innehålla över 100 arter. Varje art har sitt toleransoptimum 
	 Påväxtalgssamhället är vanligtvis artrikt i förhållande till andra organismsamhällen. Några få kvadratcentimeter substrat kan innehålla över 100 arter. Varje art har sitt toleransoptimum 


	och preferensspektrum och tillsammans ger de därför mycket information om den miljö de lever i. 
	och preferensspektrum och tillsammans ger de därför mycket information om den miljö de lever i. 
	och preferensspektrum och tillsammans ger de därför mycket information om den miljö de lever i. 


	 
	 Representativa påväxtalgprov kan insamlas från små ytor och insamlingen stör därigenom inte ekosystemet. 
	 Representativa påväxtalgprov kan insamlas från små ytor och insamlingen stör därigenom inte ekosystemet. 
	 Representativa påväxtalgprov kan insamlas från små ytor och insamlingen stör därigenom inte ekosystemet. 


	 
	 Proven är enkla att handskas med och kräver liten plats för förvaring, vilket förenklar arkivering. Kiselalger kan förvaras som permanenta preparat, vilka direkt kan analyseras. 
	 Proven är enkla att handskas med och kräver liten plats för förvaring, vilket förenklar arkivering. Kiselalger kan förvaras som permanenta preparat, vilka direkt kan analyseras. 
	 Proven är enkla att handskas med och kräver liten plats för förvaring, vilket förenklar arkivering. Kiselalger kan förvaras som permanenta preparat, vilka direkt kan analyseras. 


	 
	 
	I sjöar och vattendrag kan miljöfaktorer uppvisa stora fluktuationer, vilket inverkar på bl.a. de kemiska förhållandena. Låg respektive hög vattenföring, stora skillnader i vattenstånd, samt omväxlande lugna och vindpåverkade förhållanden kan ge en koncentrerings- eller utspädningseffekt och tillfälliga utsläpp från t.ex. industrier, reningsverk eller jordbruk kan förekomma. Dylika växlingar i miljöförhållandena kan göra det svårt att få en korrekt bild av tillståndet i sjöar och vattendrag med enbart fysik
	 
	Metoden baseras på det faktum att alla kiselalger har optima med avseende på tolerans eller 
	preferens för olika miljöförhållanden (näringsrikedom, organisk förorening, surhet m.m.). Vid regelbundna europeiska möten (”Use of Algae for Monitoring Rivers”) diskuteras och harmoniseras provtagnings-, analys- och utvärderingsmetoder (jfr Kelly et al. 1998; SIS 2014a; SIS 2014b). 
	 
	Kiselalger finns i nästan alla sjöar och vattendrag och deras taxonomi och autekologi är väl dokumenterad. Användningen i övervakningssituationer kan ses inte bara som ett komplement eller alternativ till andra metoder, utan ibland som den enda genomförbara biologiska undersökningen, när andra lämpliga organismer saknas (Dell'Uomo 1996). Prygiel och Coste (1996) fann att föroreningsindex baserade på kiselalgsammansättningen var bättre lämpade att spegla påverkan av näringsämnen än andra biologiska index, vi
	 
	3.1 Kompletterande undersökningar 
	Undersökningar av fysikaliska och kemiska variabler kan stödja vattenkvalitetsbedömningen gjord utifrån kiselalgerna. En kompletterande översiktlig analys av samtliga organismgrupper i påväxtsamhället (Jarlman et al. 1996) kan underlätta att skilja ut vissa biologiska effekter, eftersom indikatorarter/grupper även finns i andra delar av påväxtsamhället: 
	 
	 Höga halter av näringsämnen gynnar generellt sett förekomsten av blågrönalger, ögon- alger och kockala grönalger. 
	 Höga halter av näringsämnen gynnar generellt sett förekomsten av blågrönalger, ögon- alger och kockala grönalger. 
	 Höga halter av näringsämnen gynnar generellt sett förekomsten av blågrönalger, ögon- alger och kockala grönalger. 


	 
	 Organisk förorening medför bl.a. att mängderna bakterier (utom järnbakterier), färglösa flagellater och ciliater ökar. 
	 Organisk förorening medför bl.a. att mängderna bakterier (utom järnbakterier), färglösa flagellater och ciliater ökar. 
	 Organisk förorening medför bl.a. att mängderna bakterier (utom järnbakterier), färglösa flagellater och ciliater ökar. 


	 
	 Vid höga humushalter reduceras dels antalet arter och dels mängderna i påväxtsamhället, samtidigt som bakterietillväxten gynnas. Vissa arter/släkten/grupper inom bl.a. ögonalger och konjugater är toleranta mot humus. 
	 Vid höga humushalter reduceras dels antalet arter och dels mängderna i påväxtsamhället, samtidigt som bakterietillväxten gynnas. Vissa arter/släkten/grupper inom bl.a. ögonalger och konjugater är toleranta mot humus. 
	 Vid höga humushalter reduceras dels antalet arter och dels mängderna i påväxtsamhället, samtidigt som bakterietillväxten gynnas. Vissa arter/släkten/grupper inom bl.a. ögonalger och konjugater är toleranta mot humus. 


	 
	 Surhet kan spåras i minskat artantal samt en förskjutning i artsammansättning och mängder mot färre försurningskänsliga och fler försurningstoleranta arter. 
	 Surhet kan spåras i minskat artantal samt en förskjutning i artsammansättning och mängder mot färre försurningskänsliga och fler försurningstoleranta arter. 
	 Surhet kan spåras i minskat artantal samt en förskjutning i artsammansättning och mängder mot färre försurningskänsliga och fler försurningstoleranta arter. 


	 
	 Om ett vatten är påverkat av miljögifter blir påväxtsamhället artfattigt samt dominerat av organismer med mycket stor tolerans för olika miljöförhållanden. 
	 Om ett vatten är påverkat av miljögifter blir påväxtsamhället artfattigt samt dominerat av organismer med mycket stor tolerans för olika miljöförhållanden. 
	 Om ett vatten är påverkat av miljögifter blir påväxtsamhället artfattigt samt dominerat av organismer med mycket stor tolerans för olika miljöförhållanden. 


	 
	 Förhöjda salthalter konstateras genom en ökad förekomst av arter som tolererar hög konduktivitet samt förekomst av brack-/saltvattensformer av kiselalger. 
	 Förhöjda salthalter konstateras genom en ökad förekomst av arter som tolererar hög konduktivitet samt förekomst av brack-/saltvattensformer av kiselalger. 
	 Förhöjda salthalter konstateras genom en ökad förekomst av arter som tolererar hög konduktivitet samt förekomst av brack-/saltvattensformer av kiselalger. 


	 
	3.2 Provplatser/övervakningsstationer 
	Antalet provtagningsstationer fastläggs utifrån målsättningen med undersökningen. Minst en opåverkad referensstation bör ingå. Lokalerna väljs om möjligt så att de är lättillgängliga. Provtagningsstationerna i vattendrag bör helst läggas i partier med strömmande vatten. Härigenom får man en kontinuerlig transport av nytt vatten förbi organismerna, vilket förhindrar att en lokal kemisk miljö utvecklas runt påväxtsamhället. Dessutom minimeras sedimentationen av organismer och partiklar, d.v.s. man finner i hu
	 
	3.3 Frekvens och tidpunkter 
	Provtagningsfrekvensen och tidpunkten för provtagning är beroende av syftet med undersökningen. För tidsserieövervakning av vattenkvalitet räcker i allmänhet ett provtagningstillfälle per år, under den period då påväxtsamhället är maximalt utvecklat, d.v.s. på sensommaren/ hösten innan nedbrytningen av vegetationen börjar. Provtagning under eller kort tid efter kraftigt högvatten bör undvikas, eftersom påväxten då kan ha rivits loss. Minst fyra veckor bör ha förflutit efter dylika episoder, för att organism
	 
	Om man vill skapa tidsserier bör prov insamlas varje år vid samma tidsperiod, eftersom mellanårsvariationerna kan vara stora och en glesare provtagning förlänger den tid det tar att upptäcka en faktisk förändring. Vid periodiska utsläpp, t.ex. från jordbruk, läggs provtagningen i anslutning till dessa. 
	 
	För bedömning av punktutsläpp med s.k. uppströms-nedströmsundersökning kan prov tas i stort sett när som helst under året. Vill man belägga årstidsvariationer i påväxtsamhället tas prov vid flera tillfällen under året; antal och tidpunkt bestäms av målsättningen med under- sökningen och av naturgeografiska förhållanden. Om syftet med undersökningen är att jämföra olika punkter, t.ex. inom ett avrinningsområde, bör provtagningarna utföras inom ett så kort tidsintervall som möjligt. 
	 
	3.4 Statistiska aspekter 
	Långa tidsserier (vanligtvis minst fem år) och/eller täta provtagningar ökar möjligheten att statistiskt belägga små förändringar i vattenkvaliteten. Stora förändringar kan emellertid upptäckas genom två provtagningar. Om provtagningspunkter kan läggas på likartade lokaler både uppströms och nedströms en utsläppskälla ökar möjligheten att belägga även mindre förändringar i miljöförhållandena. 
	 
	För att välja lämplig statistisk bearbetning rekommenderas den handledning i analys av miljöövervakningsdata, som finns på 
	För att välja lämplig statistisk bearbetning rekommenderas den handledning i analys av miljöövervakningsdata, som finns på 
	www.miljostatistik.se
	www.miljostatistik.se

	. 

	 
	4 Undersökningen 
	4.1 Variabler 
	Artbestämning och räkning av minst 400 kiselalgsskal.  
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	Samt tillämpliga data enligt ”Lokalbeskrivningen” 
	 
	4.2 Observations- och provtagningsmetoder 
	Prov tas från en ca 10 m lång provtagningssträcka, som är representativ för lokalen när det gäller bottensubstrat, vegetation, vattendjup och vattenhastighet. Provtagningssträckan omfattar helst hela vattendragets bredd; annars så långt ut i vattendraget respektive sjön som är möjligt, beroende på djup- och strömförhållanden. Vid återkommande provtagningar i ett vattendrag används fasta provtagningssträckor. Läget anges med x/y-koordinater med hjälp av GPS, samt relateras till fixpunkter på land och dokumen
	 
	Påväxten ska helst tas från stenar utan trådformiga alger/mossa och stenarna ska ha befunnit sig under vatten i minst fyra veckor före provtagningen. För att få ett representativt prov av kiselalgssamhället används minst fem stenar, som är tillräckligt stora för att inte flyttas under normala strömförhållanden. Ca 10-25 cm i diameter brukar vara lämpligt – större kan vara svåra att hantera. På näringsfattiga lokaler samt när endast små stenar förekommer, bör antalet stenar ökas till minst tio. Stenarna skal
	 
	Är de flesta av lokalens stenar täckta av trådformiga alger eller mossa så används dessa stenar med algerna/mossan sittande kvar och borstning sker enligt ovan. Innan påväxtprovet hälls i burken/burkarna avlägsnas eventuella algtrådar/mossfragment. Saknas lämpliga stenar på lokalen kan prov tas från vattenväxter. Det är viktigt att inte använda vattenväxter som håller på att brytas ner, och inte heller enbart nya skott, där algsamhället inte har hunnit utvecklas. Delar av levande vattenväxter plockas/klipps
	 
	Sand, lera eller mjukbottenmaterial samt trä/pinnar bör undvikas som substrat. Substrattyp och antal borstade stenar ska anges på fältprotokollet. Materialet blandas noggrant och hälls i två 100-250 ml burkar. Om levande material ska analyseras, efter överenskommelse med utföraren, fylls även en liten burk på ca 20 ml. Låt de stora burkarna stå svalt och mörkt (i kylväska med frysklampar alternativt i kylskåp) tills materialet sjunkit ordentligt (åtminstone över natten). Dekantera därefter av ca 2/3 av väts
	 
	Det är viktigt för en helhetsbedömning att uppskatta det synliga påväxtalgernas täckningsgrad enligt den 3-gradiga skalan på fältprotokollet. Om det finns stora mängder synlig påväxt på provtagningslokalen tas ett prov och läggs i en liten burk, plastpåse e. dyl. med åvatten. Täckningsgraden anges på fältprotokollet. Om bakteriepåväxt finns (gråvita/beigefärgade tofsar), även i mindre mängd, tas ett separat prov av denna och förekomsten noteras i fältprotokollet. Proven förvaras mörkt och svalt och skickas 
	 
	 
	 
	4.3 Utrustningslista 
	I Bilaga 1 anges lämplig utrustning för insamling av påväxtprov. 
	 
	4.4 Tillvaratagande av prov och analysmetod 
	Kiselalgsskalen rengörs genom att påväxtmaterialet kokas med väteperoxid och tvättas genom centrifugering med destillerat vatten (se Bilaga 2). Andra metoder anges i SIS 2014a. Därefter inbäddas kiselalgsskalen i Naphrax (www.brunelmicroscopes.co.uk), Hyrax eller liknande, med brytningsindex >1,6. 
	 
	Artbestämning och räkning av kiselalgsskal (≥400 st) görs i ljusmikroskop i minst 1000× förstoring med oljeimmersionsobjektiv. Mikroskopet ska vara utrustat med åtminstone faskontrast och helst interferenskontrast. För svenska förhållanden rekommenderas: 
	 
	 räkning av varje skal för sig (d.v.s. en kiselalg = två skal) 
	 räkning av varje skal för sig (d.v.s. en kiselalg = två skal) 
	 räkning av varje skal för sig (d.v.s. en kiselalg = två skal) 


	 
	 att endast hela skal räknas 
	 att endast hela skal räknas 
	 att endast hela skal räknas 


	 
	I den svenska kiselalgsmetoden behandlas tills vidare huvudarten Achnanthidium minutissimum ADMI (tidigare Achnanthes minutissima) och dess varieteter (enligt Tafel 32-34 i Süsswasserflora von Mitteleuropa Band 2/4, Krammer & Lange-Bertalot, 1991) tillsammans. Skalbredden mäts för 10-20 individer och ett medelvärde beräknas. Detta medelvärde används för att ange vilken av tre olika grupper, som alla räknade ADMI-skal i provet ska tillhöra: ADM1 (medelbredd < 2,2 µm), ADM2 (medelbredd 2,2-2,8 µm) och ADM3 (m
	 
	För närmare beskrivning av själva räkningsproceduren hänvisas till SIS 2014b. 
	 
	En artlista med auktorsnamn (i separat fält eller kolumn) samt antal räknade skal per art upprättas. De mest vanligt förekommande kiselalgsarterna i Sverige hittas i taxalistan 
	En artlista med auktorsnamn (i separat fält eller kolumn) samt antal räknade skal per art upprättas. De mest vanligt förekommande kiselalgsarterna i Sverige hittas i taxalistan 
	Kiselalger i svenska sötvatten
	Kiselalger i svenska sötvatten

	 som finns på SLUs webbtjänst Miljödata MVM. Bestämningslitteratur för kiselalger, indelad i nödvändig och rekommenderad litteratur samt speciallitteratur, finns i Bilaga 3. Räknas arter/taxa som inte finns med i den nationella artlistan rapporteras dessa till datavärden (se nedan), tillsammans med mikroskopfoto, för att komma med i den årliga uppdateringen av denna artlista. 

	 
	Lämplig utrustning för laboratorieanalys finns angiven i Bilaga 1. 
	 
	Lagring av fixerat påväxtprov sker i minst ett år efter rapportering, antingen hos uppdrags- givaren eller hos den som utfört undersökningen. Kiselalgspreparat arkiveras hos den som utfört undersökningen. Om även de rengjorda kiselalgsskalen (fixerade med t.ex. etanol) sparas, kan vid behov ytterligare preparat framställas. 
	 
	4.5 Fältprotokoll 
	Ett fältprotokoll enligt undersökningstyp ”Lokalbeskrivning” fylls i för varje provtagnings- lokal. 
	 
	Under ”övrigt” anges: 
	 
	 från vilket/vilka substrat prov av påväxtsamhället tagits (sten, växt eller annat) 
	 från vilket/vilka substrat prov av påväxtsamhället tagits (sten, växt eller annat) 
	 från vilket/vilka substrat prov av påväxtsamhället tagits (sten, växt eller annat) 


	 
	 hur många stenar som borstats 
	 hur många stenar som borstats 
	 hur många stenar som borstats 


	 
	 hur mycket av påväxten som är synlig med blotta ögat. Detta bör uttryckas i form av täckningsgrad (3-gradig skala), d.v.s. hur stor andel av bottenytan som är täckt: 
	 hur mycket av påväxten som är synlig med blotta ögat. Detta bör uttryckas i form av täckningsgrad (3-gradig skala), d.v.s. hur stor andel av bottenytan som är täckt: 
	 hur mycket av påväxten som är synlig med blotta ögat. Detta bör uttryckas i form av täckningsgrad (3-gradig skala), d.v.s. hur stor andel av bottenytan som är täckt: 


	 
	 1 = < 5% av observerad bottenyta 
	 2 = 5-50% av observerad bottenyta 
	3 = > 50%  av observerad bottenyta 
	 
	5 Kvalitetssäkring 
	Provtagning ska utföras av person som omfattas av ackreditering för eller har dokumenterad kunskap om provtagningsteknik för påväxt. 
	 
	Laboratorieanalys och utvärdering av resultat ska utföras vid laboratorium som är ackrediterat för påväxtanalyser och som deltar i förekommande svenska/skandinaviska interkalibreringar (se t.ex. www.norbaf.net). 
	 
	Följande taxalistan ska användas vid inrapportering: 
	Följande taxalistan ska användas vid inrapportering: 
	Kiselalger i svenska sötvatten
	Kiselalger i svenska sötvatten

	, som finns på SLUs webbtjänst Miljödata MVM. Bestämningslitteratur för kiselalger, indelad i nödvändig och rekommenderad litteratur samt speciallitteratur, finns i Bilaga 3. 

	 
	Minst ett kiselalgspreparat sparas i en preparatsamling hos utföraren och kan därigenom vid behov användas för framtida kontroll eller kompletterande analys. 
	 
	5.1 Rapportering 
	De parametrar som ska klassificeras för kvalitetsfaktorn kiselalger är de två indexen IPS och ACID. IPS visar påverkan av näringsämnen och lättnedbrytbar organisk förorening och ACID visar surheten. Även stödparameterna % PT (indikerar lättnedbrytbar organisk förorening) och TDI (indikerar näringsrikedom) kan användas för en säkrare klassificering, framför allt när 
	IPS-indexet ligger nära en klassgräns. Surhetsindexet ACID ger ingen statusklass, d.v.s. skiljer inte på vad som är naturligt respektive antropogent försurat, utan grupperar endast vattendragen i pH-regimer (surhetsklasser). IPS och ACID fungerar i hela Sverige och referensvärden och klassgränser är desamma för hela landet. 
	 
	IPS (Indice de Polluo-sensibilité Spécifique, Coste i Cemagref 1982) är utvecklat för att visa påverkan av näringsämnen och lättnedbrytbar organisk förorening i ett vattendrag. Indexet bygger på alla noterade kiselalgsarter. IPS beräknas med hjälp av formeln (jfr Zelinka & Marvan 1961):  
	 
	ΣAjSjVj/ ΣAjVj 
	 
	där Aj är den relativa abundansen i procent av taxon j, Vj är indikatorvärdet hos taxon j (1-3, där ett högt värde betyder att ett taxon endast tål begränsade ekologiska variationer, d.v.s. är en stark indikator) och Sj är föroreningskänsligheten hos taxon j (1-5, där ett högt värde visar en hög föroreningskänslighet). Resultat erhållna enligt formeln ovan räknas om till skalan 1- 
	20 (enligt 4,75 * ursprungligt indexvärde − 3,75), där 20 är värdet för bästa vattenkvalitet. 
	 
	Som komplement till IPS-indexet görs beräkning av TDI, Trophic Diatom Index, och 
	% PT, Pollution Tolerant valves (Kelly 1998) – en klassificering av kiselalger utifrån deras tolerans mot näringsrikedom respektive lättnedbrytbar organisk förorening. TDI enligt Kelly 
	(1998) beräknas på samma sätt som IPS. Skillnaden är att känslighetsvärdet anger känsligheten mot näringsrikedom, och att låga värden visar en hög känslighet. % PT är summan av andelen kiselalger som är klassificerade som toleranta mot lättnedbrytbar organisk förorening enligt Kelly (1998). Observera att Sverige använder TDI-versionen från 
	1998 och inte den reviderade versionen, vilken inte passar lika bra för svenska förhållanden. TDI och % PT har visat sig vara användbara för att skilja mellan mera påverkade svenska vatten. Sjöar och vattendrag delas in i vattenkvalitetsklasser med hjälp av IPS, men vid gränsfall kan TDI och % PT användas för att förtydliga resultaten. 
	 
	Surhetsindexet ACID – ACidity Index for Diatoms (Andrén & Jarlman 2008) beräknas för att klassa vattendragets surhet: 
	 
	ACID = [log((ADMI/EUNO)+0,003)+2,5] + [log((circumneutrala+alkalifila+alkalibionta)/ (acidobionta+acidofila)+0,003)+2,5] 
	 
	*En täljare eller nämnare = 0 ersätts med 1, när relativa abundansen uttrycks som procent. I Omnidia anges den relativa abundansen av van Dams grupper i promille, varvid 0 ersätts med 
	10. 
	 
	Den första delen av indexet baseras på kvoten mellan den relativa abundansen av artkomplexet Achanthidium minutissimum (ADMI) och släktet Eunotia (EUNO). Den andra delen av indexet tar hänsyn till alla kiselalger i provet och baseras på följande indelning (enligt van Dam et al. 1994): 
	 
	acidobiont  huvudsakligen förekommande vid pH < 5,5  
	acidofil  huvudsakligen förekommande vid pH < 7 
	circumneutral  huvudsakligen förekommande vid pH-värden omkring 7  
	alkalifil  huvudsakligen förekommande vid pH > 7 
	alkalibiont  endast förekommande vid pH > 7 
	 
	 
	För beräkning av IPS, TDI, % PT, andelarna av de olika surhetsgrupperna och andra kiselalgsindex/-klassificeringar rekommenderas mjukvaran OMNIDIA (Lecointe et al. 1993, 
	För beräkning av IPS, TDI, % PT, andelarna av de olika surhetsgrupperna och andra kiselalgsindex/-klassificeringar rekommenderas mjukvaran OMNIDIA (Lecointe et al. 1993, 
	http://perso.club-internet.fr/clci/tour_guide.htm). 
	http://perso.club-internet.fr/clci/tour_guide.htm). 

	OMNIDIA är en oberoende programvara som uppdateras regelbundet, vilket innebär att en utförare i Sverige måste uppdatera indexvärdena enligt gällande svenska art- och indexlistor. Beräkning av ACID kan göras i en excelfil, där förekomsten av 0 i ekvationen kontrolleras speciellt. Ett svenskt nationellt webbaserat verktyg för beräkning av svenska index förväntas bli klart under 2015. 

	 
	Artsammansättningen, antalet räknade kiselalgsarter, diversiteten samt de omvärldsfaktorer som angetts på fältprotokollet beaktas i kommentarer till tillståndsbedömningen. 
	 
	Resultaten utvärderas enligt Naturvårdsverkets senaste utgåva av Bedömningsgrunder för miljökvalitet. Sjöar och vattendrag, och redovisas i tabellform eller text. De kan också åskådliggöras i form av en färgkarta över tillståndet i ett vattendrag eller i ett större område. 
	 
	6 Hantering och leverans av data 
	Data överförs på överenskommet sätt till datavärden. En genomgång och validering av data ska vara gjord före leverans.  
	 
	 
	 
	Datavärd:  
	Sveriges lantbruksuniversitet Institutionen för vatten och miljö  Box 7050  750 07 Uppsala Tfn: 018-67 10 00 (växel) 
	 
	E-post: 
	E-post: 
	datavard-vatten@slu.se
	datavard-vatten@slu.se

	 

	 
	Leveransmall hittas på SLUs hemsida om 
	Leveransmall hittas på SLUs hemsida om 
	dataleveranser till datavärdskapet.
	dataleveranser till datavärdskapet.

	 

	 
	7 Synergieffekter 
	För att sänka provtagningskostnaderna kan man, om möjligt, samordna undersökningen med annan prov- tagning i sjöar och vattendrag, t.ex. vattenkemi, bottenfauna, elfiske. 
	 
	8 Tids- och kostnadsuppskattning 
	Provtagningskostnaderna (arvode, reseersättning och traktamente) är avhängiga av undersökningens upplägg. Påväxtprovtagningen bör, om möjligt, samordnas med t.ex. vattenprov- tagning. Provtagningen tar ca 0,5 timme per station. 
	Framställning av kiselalgspreparat, kiselalgsanalys, utvärdering med hjälp av index samt kort- fattad rapportering tar ca 4-8 timmar. 
	Kostnader för utförligare rapportering eller sammanställning av data samt för eventuell fotografering tillkommer. 
	9 Övrigt 
	Preliminär screeningmetod med syfte att upptäcka en påverkan av tungmetaller eller bekämpningsmedel med hjälp av andelen deformerade kiselalgsskal i ett prov 
	En preliminär metod har tagits fram för att bedöma om risk för giftpåverkan föreligger (Kahlert 2012). Giftpåverkan ingår nämligen inte i de ovan beskrivna indexen (IPS, TDI, % PT, ACID). Utvecklingsprojektet visar att den genomsnittliga andelen deformerade kiselalgsskal är låg i vatten som är opåverkade av tungmetaller eller jordbruk. Andelen deformerade kiselalgsskal ökar däremot signifikant vid tungmetall- och bekämpningsmedelspåverkan. Värden > 1 % ska noteras som en indikation på en möjlig påverkan.  
	 
	 
	 
	Rekommendationer för analys av deformerade skal 
	Metoden för analys av skaldeformationer har utvecklats av Maria Kahlert, SLU, och Amelie Jarlman, Jarlman Konsult AB, Lund och Medins Biologi AB, Mölnlycke. Efter utvärdering (Kahlert 2012) har det beslutats (NorBAF workshop 2013) följande: 
	Vid den ordinarie räkningen av minst 400 skal noteras hur många som är deformerade. Deformeringarna delas in i fyra kategorier enligt: 
	onormal form - svag  
	onormal form - stark  
	onormalt mönster på skalet - svag  
	onormalt mönster på skalet – stark 
	 
	Följande ingår i respektive kategori (för illustrationer se Kahlert 2012): 
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	avvikande striering avvikande raf övrigt 




	 
	 
	Till uppdragsgivare och datavärd rapporteras följande: 
	a) missbildningar i % av de minst 400 stycken räknade skalen 
	b) antalet svagt resp. starkt missbildade skal av de typerna ovan 
	c) foton av representativa missbildade skal 
	 
	Preliminärt delas missbildningsfrekvensen in i följande kategorier: 
	Preliminär klassning av missbildningsfrekvens 
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	Utförare ska ha genomgått NorBAF- interkalibrering för att analyserna ska bli jämförbara. Lämplig litteratur om missbildningar är Kahlert (2012), Falasco et al. (2009). 
	 
	10 Författare och kontaktpersoner 
	Vid frågor gällande denna övervakningsmanual vänligen kontakta Havs- och vattenmyndigheten, ange diarienummer som referens. 
	Kontakt Havs-och vattenmyndigheten; 
	e-post: 
	e-post: 
	miljoovervakning@havochvatten.se
	miljoovervakning@havochvatten.se
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	En aktuell lista över bestämningslitteratur för kiselalger, indelad i nödvändig och rekommenderad litteratur samt speciallitteratur, finns i Bilaga 3. 
	 
	Bilaga 1 Utrustningslista 
	Utrustning och praktiska råd för insamling av påväxtprov 
	 
	Tandborstar/kniv/pincett etc. att användas vid insamlingen av påväxtorganismer. 
	Vit plastvanna att användas vid insamling av prov, samt vid sortering av makroskopiskt algmaterial. 
	Provburkar, som är helt täta och lämpar sig för lagring. Lämplig storlek är ca 20 ml för de makroskopiska påväxtenheterna och för eventuellt prov för analys av levande påväxtmaterial, samt ca 100-250 ml för fixerade prov av mikrosamhället. 
	Märktape eller vattenbeständigt märkpapper att lägga i provburken. OBS: alla burkar märks med datum, provtagningslokal och nr/beteckning. 
	96 % etanol används för fixering av påväxtmaterialet (spädes till ca 70 % koncentration i provet, d.v.s. man tillsätter ca 2/3 av burkens volym). Eventuellt kan fixeringen göras med Lugols lösning eller formalin. 
	Vattenkikare gör det lättare att se vad som växer på lokalen, att värdera täckningsgrad samt att klassa substrattyp och -storlek. 
	Räfsa, håv eller dylikt underlättar insamlingen när vattenföringen är hög. 
	Vadarstövlar/byxor och regnkläder 
	Flytväst och livlina eller annan säkerhetsutrustning. 
	Kamera/videokamera för att dokumentera dels själva provtagningslokalen och dels makro- skopiskt synlig påväxt. 
	GPS för att ange x/y-koordinater för provtagningspunkten. 
	Bärbar kylväska med frysklampar för förvaring av prov före fixering samt för transport av levande påväxtmaterial till laboratoriet. 
	 
	  
	Utrustning för laboratorieanalys 
	 
	Dragskåp eller motsvarande 
	Väteperoxid (40 %) 
	Saltsyra (HCl) 
	Bordscentrifug (ca 3500 varv/min) och centrifugrör 
	Destillerat vatten 
	Naphrax/Hyrax 
	Stereomikroskop 
	Ljusmikroskop utrustat med följande objektiv: 10×, 40× och 100× oljeimmersion med fas- eller interferenskontrast samt ett mätokular (10-15×) med kalibrerad skala. Vidare rekommenderas 4× och 20-25× objektiv. Det är en fördel om mikroskopet är utrustat med kamera. 
	Objektglas 
	Täckglas 
	Immersionsolja 
	Pincett 
	Pasteurpipetter eller motsvarande 
	Bestämningslitteratur (se Bilaga 3)  
	Protokoll för räkning av kiselalgsskal 
	 
	  
	Bilaga 2 Framställning av kiselalgspreparat 
	1. Levande (ofixerat) alternativt etanolfixerat påväxtprov används. 
	1. Levande (ofixerat) alternativt etanolfixerat påväxtprov används. 
	1. Levande (ofixerat) alternativt etanolfixerat påväxtprov används. 

	2. Ett par ml påväxtmaterial överförs till ett centrifugrör (ca 15 ml). 
	2. Ett par ml påväxtmaterial överförs till ett centrifugrör (ca 15 ml). 

	3. Materialet centrifugeras (ca 3500 varv/minut; ca 10-15 min per centrifugering) och vätskan hälls av. Om materialet fixerats med något annat än etanol, tvättas det med destillerat vatten genom centrifugering ett par ggr. 
	3. Materialet centrifugeras (ca 3500 varv/minut; ca 10-15 min per centrifugering) och vätskan hälls av. Om materialet fixerats med något annat än etanol, tvättas det med destillerat vatten genom centrifugering ett par ggr. 

	4. Väteperoxid (40 %) tillsätts (små mängder i taget, för att undvika alltför häftig reaktion) 
	4. Väteperoxid (40 %) tillsätts (små mängder i taget, för att undvika alltför häftig reaktion) 

	5. och rören ställs i värmeskåp (ca 60-70 °C) över natten. 
	5. och rören ställs i värmeskåp (ca 60-70 °C) över natten. 

	6. Om provet är färgat av järnförekomst kan ett par droppar HCl tillsättas, efter att röret tagits ut ur värmeskåpet. 
	6. Om provet är färgat av järnförekomst kan ett par droppar HCl tillsättas, efter att röret tagits ut ur värmeskåpet. 

	7. Efter att proven svalnat tvättas materialet minst 3 ggr med destillerat vatten (enligt ovan). 
	7. Efter att proven svalnat tvättas materialet minst 3 ggr med destillerat vatten (enligt ovan). 

	8. Det rengjorda kiselalgsmaterialet spädes med destillerat vatten till lämplig koncentration. 
	8. Det rengjorda kiselalgsmaterialet spädes med destillerat vatten till lämplig koncentration. 

	9. Kiselalgsmaterialet droppas på täckglas och får torka. 
	9. Kiselalgsmaterialet droppas på täckglas och får torka. 

	10. Inbäddning sker i Naphrax eller liknande. 
	10. Inbäddning sker i Naphrax eller liknande. 

	11. Preparaten etiketteras och förvaras i objektglasboxar. 
	11. Preparaten etiketteras och förvaras i objektglasboxar. 

	12. De rengjorda kiselalgsskalen kan sparas i etanol. 
	12. De rengjorda kiselalgsskalen kan sparas i etanol. 


	 
	För alternativa metoder för preparatframställning, se SIS 2014b. 
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