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Abstract

Diatoms, water living, microscopic organisms with silicon shells, are used as bioindicators of water
quality because they are diverse and influenced by their surroundings. The process is called The Diatom

Method and is accomplished through a standard, a standard I have chosen to analyze.

The samples are taken from stones in water streams and then a preparation is made to fix the algae on
slides that can be studied in a microscope by counting, measuring and identifying the species. A section
in this method is a process where the collected samples, consisting of a mixture between water and
sediment, are allowed to settle so that the prospective water can be decanted. Since, normally, it is the
concentrated sediment that is investigated, the time of sedimentation is crucial. If the sample does not
settle long enough, too many algae will follow the decanted water, thus leading to a loss of diatoms in
the investigated samples. The consequence of this is that the water status can be misjudged since the
status of the water is based on the species identified. I chose to do my tests on the decanted water and
tested three different times for sedimentation; 30, 60 and 90 minutes since I found it interesting to see
which algae that would have been decanted. I divided the results into four categories; all algae in all sizes
and only small (<20um), medium (20-40um) and large (> 40um) algae. I also noted medium length
and the most regularly occurring species. The questions were: 1) How long should the sample settle?

And 2) Do the large algae settle faster than the small ones?

In some cases there proved to be a significant difference between samples depending on sedimentation
time. From the p-values I derived that for all algae in all sizes and small algae the settling ceased after 60
minutes. For the medium sized algae the settling ceased after 90 minutes. There were no significant
results regarding large algae, neither for the average sizes and sedimentation time in the fourth counting
in which the algae where measured by medium length. One of the water streams consisted mainly of
large algae and the sedimentation rate was higher there than for the algae in the other streams. Three
common algae in the samples were Mayamaea atomus was. permitis, Eolimna minima and Fistulifera
saprophila. 1 also came up with some methods for future analysing that could improve the validity of the

results.

The work was done in Uppsala in Sweden's University of Agricultural Sciences at the Department of

Water and Environment, and the University of Lund November 3, 2014 - May 20, 2015.



Sammanfattning

Kiselalger, vattenlevande, mikroskopiska organismer med kiselskal, anvinds som bioindikatorer fér
vattenkvalitet eftersom de ar artrika och paverkas av sin omgivning. Processen kallas Kiselalgsmetoden

och utférs genom en standard, en standard jag valde att analysera.

Proven tas fran stenar i vattendrag och sedan gors ett preparat som ér fixerat pa objektglas som kan
undersokas i mikroskop genom att rikna, mita och bestimma arterna pa dem. Ett moment i metoden
gar ut pa att de insamlade proverna som bestar av en blandning av vatten och sediment skall sta och
sedimentera sa att 6verblivande vatten kan hillas av. Eftersom, normalt sett, det ar det koncentrerade
kiselalgsprovet som undersoks, ar tiden for sedimentering avgorande. Far inte proverna satta sig
tillrackligt lange kan mindre alger i det vatten som sedan halls av att ga férlorade. Konsekvensen av detta
ar att vattnets status kan felbedomas eftersom statusen grundas pa vilka arter som kan identifieras i
proverna. Jag valde att gora mina tester pa det dekanterade vattnet och testade tre olika
sedimenteringstider: 30-, 60- och 90 minuter. Eftersom jag ansag det intressant att se vilka alger som i
sa fall hade hallts av. Jag delade upp resultaten i fyra olika kategorier: Alla alger i alla storlekar, bara sma
(<20pum), mellanstora (20-40um) och stora (>40um) alger. Jag noterade dven medellingderna i en
ytterligare rakning och nigra vanligt férekommande arter. Fragestillningarna var 1) Hur linge bér

provet sedimentera? och 2) Sjunker de stora algerna fortare an de sma?

I nagra av fallen visade det sig vara en signifikant skillnad mellan proven beroende av sedimenteringstid.
Fran p-virdena fann jag att for alla alger av alla storlekar och fér de sma upphorde avtagandet av alger
efter 60 minuter. For de medelstora avtog sedimenteringen efter 90 minuter. Det fanns inga signifikanta
resultat for de stora algerna, inte heller fér medellingderna i den fjarde rikningen. En av vattendragen
inneholl bara stérre alger och sedimentationshastigheten var dar hégre én i de andra. Tre vanligt
forekommande alger i de raknade proverna var Mayamaea atomus var. permitis, Eolimna minima och
Fistulifera saprophila. Jag kom pa nagra metoder till framtida studier som kanske kan forbattra validiteten

hos resultaten.

Arbetet utfordes i Uppsala pa Sveriges Lantbruksuniversitet pa Institutionen f6r vatten och miljé samt pa

Lunds Universitet 3 november 2014 - 20 maj 2015.
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1 Inledning

1.1 Bakgrund
Kiselalger - Bacillariophyta
Kiselalger ar mikroskopiska organismer och finns i nastan all miljo med vita, oavsett till exempel pH,
salthalt eller temperatur (Seckbach & Kociolek 2011). Kiselalger ar encelliga fotosyntetiserande
cukaryoter som spelar en avgérande roll som koldioxidfixerare och primérproducenter (Field &
Behrnenfeld 1998). Kiselalger har ett kiselskelett bestiende av kiseldioxid och namnet "Diatom"
kommer fran grekiskans (dia) "genom" och (temnein) "att skara" eftersom de bestar av tva parallella skal
vilka har olika typer av filament som kan vara ovala, fyrkantiga, triangulira och runda etc. (Seckbach &
Kociolek. 2011). Kiselalger kan vara ensamma eller koloniala och kan férekomma i val bevarad,
koncentrerad méangd (Seckbach & Kociolek. 2011). Eftersom deras kiselskal ar sa bestandiga finns
historisk data att hamta fran avlagringar redan fran tidigt jura (Seckbach & Kociolek. 2011).

Den egenskap som gor kiselalger till perfekta bioindikatorer ar att det finns sa stor diversitet av arter och
dessa ar vildokumenterade (Kahlert 2014). Eftersom generationstiden ar sa kort svarar
kiselalgspopulationen snabbt pa miljdombyten och eftersom alla arter har egna nisher och en gréns for
hur toleranta de &r mot olika faktorer leder detta till att de &r mycket representativa for ett vattens
aktuella status (Kahlert 2014). Genom att da vara specialiserade for olika miljéforutsattningar sa som
trofiniva, pH, ljustillgang eller naringsbelastningar av olika slag, spelar vattnets egenskaper in pa vilka
arter som dominerar. Genom artidentifiering far forskare och provtagare dairmed en bra bild av vattnets
karaktar (Smol & Stoermer. 2010). Biomassa, diversitet, taxonomisk komposition, gruppindelning eller
olika arters autekologi ar alla exempel pa parametrar som kan analyseras och tolkas (Smol & Stoermer
2010. s.61). Viktigt for detta arbete dr att namna hur smaalger sa som Navicula ar speciellt toleranta mot
organiska féroreningar och skulle sannolikt upptackas vid analys av vatten av sadan karaktar (Kelly
1998). Sma alger ar av vikt i just detta arbete eftersom det ar frimst dessa som provtagaren kan ga miste
om ifall sedimenteringstiden inte ar lang nog, om dessa sjunker lingsammare &n stérre alger vilket

betyder att resultatet av provtagningen kan vara missvisande.

Patrick och Strawbridge menade redan 1963 att nyttan med 6kad kunskap om kiselalgers olika arter var
att det fanns manga andra faktorer dn bara férorening som kan ha antingen negativ eller positiv inverkan

pa dem och att detta betydde att anvandandet av kiselalger som bioindikatorer kunde komma att utokas.



Kiselalgsmetoden

Kiselalgers historia att praktiskt anvindas som bioindikatorer ar nastan 200 ar gammal (Smol & Stoermer
2010). Kiselalgers olika egenskaper har lett till att dess ekologi dr val undersokt och detta har vidare lett
till etablerade, nationella s vil som internationella standardmetoder, s som kiselalgsmetoden
(Naturvardsverket 2009). Dagens standardmetod, SS-EN 14407:2014, har titeln
"Vattenundersokningar - Vigledning for identifiering och kvantifiering av bentiska kiselalger i prover
fran sjoar och vattendrag". Metoden gar ut pa att samla in alger fran vattendrag, ta med dem till ett
laboratorium dér ett preparat tillverkas sa att algerna kan artbestams och kvantifieras.

"Preparatet" ar ett Naphraxinbaddat kiselalgsprov utan nagot organiskt innehall som darmed ar
bestandigt och fixerat mellan objekt- och tickglas och dér algerna ar latta att identifiera. Fordelen med
denna metod ar att kiselalger ar sa latta att fa tag pa och undersékningsprocessen ar bade billig och
relativt enkel att genomfora (Naturvardsverket 2009). Det viktigaste med metoden ar artidentifieringen

och kunskapen om arterna okar standigt (Naturvardsverket 2009).

1.2 Syfte

Om provet inte far sedimentera tillrackligt linge kan som ovan namnt detta innebara att vissa av de alger
som sjunker saktare fortfarande sviva i det vatten som dekanteras. Det dr svart att veta vilken tid som
giller for sedimenteringen eftersom det star olika beroende pa vilken manual som anvinds. Manualen
som jag anvande i detta arbete var himtad ur den svenska standarden "Vattenundersékningar -
Vigledning for identifiering och utvardering av prover av bentiska kiselalger fran vattendrag" (SS-EN
14407:2005) och dar stod "[...]"Let the sample sediment for a couple of days[...]". Men om
Naturvardsverkets "Pavixt i rinnande vatten- kiselalgsanalys” anvands blir det mer tvetydigt: "[...](hellst
ett par timmar)]...]", men dven" [...]tills algerna hunnit sitta sig|...]" vilket kan tolkas valdigt fritt
(Naturvardsverket 2009). Efter samtal med handledare pa SLU fick jag reda pa att vissa provtagare
tenderar att tolka detta som att de raicker med 30 minuter besl6t jag mig for att underséka saken
narmare (Kahlert 2014). Syftet var dirmed att undersoka och jamféra tre olika sedimenteringstider (30-,
60- och 90 minuter) och bade mita och rikna algerna i de prover jag gor samt se nagra vanligt
forekommande alger. Pa sa sitt kunde jag undersoka hastigheten pa sedimenteringen och hur linge
provet borde behéva sedimentera samt vad det ar for typ av vatten jag undersokte. Bade det totala
antalet alger var intressant samt hur hastigheten pa de sma, mellan eller stora algerna férholl sig. Det
vatten jag undersokte var det som hélldes av (dekanterades) eftersom jag ville se vilka alger som skulle

gatt forlorade om en undersf)kning istallet gjorts pa det koncentrerade sedimentet som ar standard.



1.3 Frfigestﬁllning och hypotes

1. Hur lange bor provet sedimentera vid utférande av kiselalgsmetoden?
Med andra ord: Nér upphér avtagandet av antalet alger i det vatten som avlagsnats provet?
2. Sjunker de stora algerna fortare dn de sma?
Med andra ord: Kommer medellangden pa kiselalgerna minska med 6kad sedimenteringstid i

det vatten som avlagsnats provet
Hypoteserna ar enligt foljande:

H,, = Det finns ingen skillnad pa antalet kiselalger ju lingre provet far sedimentera.
H, ; = Det finns en skillnad pa antalet kiselalger ju lingre provet far sedimentera.

H, , = Det finns ingen skillnad pa hur fort kiselalger sjunker i forhallande till dess lingd.
H, , = Det finns en skillnad pa hur fort kiselalger sjunker i forhallande till dess lingd.

1.4 Avgransningar
Brist pa tid och specialistkunskap innebar att jag undvek systematisk artidentifiering. Jag valde istallet

kvantitativ dokumentering i form av storlek och antal. Vid god tillgéng observerade jag ett fatal alger.



2 Metod

Material till metoderna finns i Bilaga 1.

2.1 Ifalt

Proverna som samlades in under detta moment blev jag tilldelad och de samlades in 20 Oktober 2014
och lag i ett morkt kylrum for att bevaras innan jag fick dem.

De togs i vattendrag med kod: M36, M42, E21, N34 och O18 vilka alla lag kring Uppsala i ett av de 21
omraden i Sverige dar undersokningsprogrammet Typomrdden pa jordbruksmark utfors och ingar i den
svenska miljo6vervakningen (Sveriges Lantbruksuniversitet 2012). Eftersom dessa vatten ligger nira
jordbruksmark vill inte bonderna att vattendragen skall namnges i detta arbete da resultaten kan leda till
negativa konsekvenser for dem personligen. Om det vatten som ligger nara motsvarande bondes

dkermark har diliga varden kan bonden komma att skyllas f6r detta.

Allmin beskrivning for filtarbetet

Provtagning pa kiselalger gors i forsta hand pa sten. I ett vattendrag plockas minst fem, otackta stenar,
10-20cm i diameter, pa ett sadant djup att stenarna varit under vatten i minst en manad. Stenarna skoljs
av avatten for att fa bort 16st sediment och liggs sedan i en vanna.

Vannan tas in till strandkanten och stenarna borstas av med en tandborste, en och en pa den solbelysta
sidan, i en annan vanna medan 200-500 ml avatten hills 6ver for att skélja ned sd mycket av algerna som
mojligt. Borstningen och skoljningen skall aterupprepas minst 3 ganger. Vattnet med alger fors 6ver till

en 250 ml behéllare och mérkes, for att sedan liggas kylt.

2.2 Ilaboratoriet
Sedimentproverna jag blev tilldelad stod i ett kylrum i bégare och innehéll ca 180 ml prov. Jag tog 30

béigare och namngav dem med Vattendrag och sedimenteringstid och sedan skakade jag om proverna

kraftigt sa att jag kunde halla 6ver lika mangder sediment i de tre respektive bagarna a' 60 ml.

Nar proven sedimenterat héllde jag av 40 ml till ett 50ml centrifugror. Bottensedimentet fick alltsa inte

folja med utan blandades med 40 ml 96 % EtOH for att konserveras, ev. for fortsatta undersokningar.

Jag placerade mina prover i en centrifug pa 3500 varv/min och satte den pa 15 minuter. Nagra fick
centrifugera lite langre eftersom allt material inte samlats pa bottnen. Efter detta pipetterade jag bort
35ml fran réren med pasteurpipett (samma pipett fick inte anvandas till olika prov) s att bara 5 ml
kvarstod, d.v.s. den koncentrerade mangden kiselalger, och tillsatte nagra droppar 10 % H,O, . Efter att
den kraftigaste reaktionen avstannat (ca 10 minuter) fyllde jag pd med ytterligare viteperoxid upp till 10

ml - stracket.



Jag stillde proverna i vairmeskap (80 C°) 6ver natten och dagen darpa tvittade jag dem. Detta gjorde jag
genom att tre ganger om fylla réren med destillerat vatten, centrifugera, ater igen 15 minuter, och
sedan dekantera med pasteurpipett.

Jag pipetterade ut tva droppar prov med en pasteurpipett pa tickglas (samma pipett fick inte anvindas
till olika prov) och sedan lit jag dem torka in.

For att forbereda preparatet tog jag 15 objektglas och namngav dem, d.v.s med vattendrag och tid,
sedan pipetterade jag ca 2 droppar Naphrax pa, jag arbetade med tre prover at gangen. Tillhérande
tackglas vandes upp- och ned pa det Naphraxforedda objektglaset och varmdes pa virmeplatta. Nar det
borjade koka lade jag dem pa en kall yta sa att bubblorna forsvann. Detta upprepades tre- fyra ganger
tills alla bubblor férsvunnit. Jag lade dem att svalna upp- och ned och sag till sa att tackglasen inte lag

mot en yta.

2.3 Analysering

Rakning av alger fick jag hjalp med av Ivana Rasic vid SLU.

Under analyseringsprocessen anvinde jag ett mikroskop med 1000 X forstoring som var kopplad till en
dator samt immersionsolja sa att forstoringsglaset inte skulle fastna mot tackglaset.

Analyseringen utférdes genom att titta pa 20 falt per tickglas i ett bestimt monster dar alla hela alger
riknades och delades in i sma (<20um), mellan (20-40um) och stora (>40um) celler. Detta gjordes tre
ganger per tickglas. Figur 1 illustrerar en enkel modell hur analyseringen utférdes. Ett fatal vanligt
forekommande alger noterades dven. En fjarde rikning dar alla alger i de 20 félten mattes dven utan att
delas in i grupper.

Jag anvinde Mikrosoft Office Excel 2007 for de utrdkningar som kravdes och utforde tvasidiga t-test for
att bestimma p-varden. Utifrdn dessa, tillsammans med antalet prov, frihetsgrader och vintevardet
raknades aven standardavvikelse och standardfel och t-véirde ut.

P-virden anvands i arbetet eftersom det ar en stickprovstagning, d.v.s. hela populationen maits inte. Om
p-vardet ar under 0,05 forkastas nollhypotesen.

I resultatet presenteras supernatanten och medelvérdet for varje tid. Supernatanten fér varje tid ar totala
antalet alger (eller sma, mellan resp. stora) pa alla tickglasen tillsammans fér respektive tid.
Medelvirdet blir d supernatanten/15 = x alger /prov (15 eftersom det var 15 prov och 5 av

dessa hade alla sedimenterat i samma tid och dessa riknades 3 ganger om).

M36: 60 M36: 60 - T;’icﬁélés Objektglas

Figur 1: Visuell illustrering av hur framstillning av resultaten utfors.
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3 Resultat

I bilaga 2 visas fyra tabeller som anger supernatanten for totala antalet alger, sma alger, mellanstora alger
samt stora alger tillsammans med sedimenteringstid, viantevarde, ev forkastning av nollhypotes,
standardavvikelse, standardfel, p-varde och t-varde. Bilaga 3 behandlar métningarna med medellangd for

varje Vattendrag samt innehéller dven samma information som de fyra ovan namnda tabellerna.

3.1 Algréikning

Nar totala antalet alger riknades beh6vdes minst 60 minuters sedimentering (figur 2). Supernatanten
raknades till 930 efter 30 minuter med 62 alger/prov, 315 efter 60 minuter med 15,5 alger/prov och
319 efter 90 minuter med 14,6 alger/prov. T-test mellan 30- och 60 minuter gav p= 0,0007, mellan
30- och 90 minuter var p= 0,0016 och mellan 60- och 90 minuter var p= 0,9623. Figur 2 visar
medelvirdena och férhallandet mellan sedimenteringstid och antalet alger i form av

signifikansférhallande.

Skillnaden mellan medelantalet av alla alger och
sedimenteringstid samt signifikansforhallande
70
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Sedimenteringstid (min)

Figur 2 visar ett histogram pa medelantalet alger i alla vattendrag tillsammans och p-vardet (via 2-sidigt t-test) mellan antalet

alger och sedimenteringstider. Kolumner med samma bokstav (a,b) ar inte signifikant skilda.

Resultatet av de smd algerna visade att det behovdes minst 60 minuters sedimentering (figur 3).
Supernatanten raknades till 694 efter 30 minuter med 46,3 alger/prov, 279 efter 60 minuter med 18,6
alger/prov och 306 efter 90 minuter med 14,7 alger/prov. T-test mellan 30- och 60 minuter gav p=
0,0002, mellan 30- och 90 minuter var p= 0,0023 och mellan 60-90 minuter var p= 0,4705. Figur 3
visar medelvairdena och forhillandet mellan sedimenteringstid och antalet alger i form av

signifikansférhéillande.
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Skillnaden mellan medelantalet sma (<20pum) alger och
sedimenteringstid samt signifikansférhallande
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Figur 3 visar ett histogram pa medelantalet sma (<20um) alger i alla vattendrag tillsammans och p-vérdet (via 2-sidigt t-

test) mellan antalet alger och sedimenteringstider. Kolumner med samma bokstav (a,b) ar inte signifikant skilda.

Resultatet av de mellanstora algerna visade att det behévdes minst 90 minuters sedimentering (figur 4).
Supernatanten raknades till 160 stycken efter 30 minuter med 10,7 alger/prov, 31 stycken efter 60
minuter med 2,4 alger/prov och 9 stycken efter 0,6 minuter med 14,7 alger/prov. T-test mellan 30-
och 60 minuter gav p= 0,0487 och 30- och 90 minuter var p= 0,0243 och mellan 60- och 90 minuter
var p= 0,0358. Figur 4 visar medelvirdena och férhallandet mellan sedimenteringstid och antalet alger i

form av signifikansférhillande.

Skillnaden mellan medelantalet medelstora (20-40pm)
alger och sedimenteringstid samit signifikansfgrhallande
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Figur 4 visar ett histogram pa medelantalet mellanstora (20-40 um) alger i alla vattendrag tillsammans och p-vérdet (via 2-

sidigt t-test) mellan antalet alger och sedimenteringstider. Kolumner med samma bokstav (a,b) ar inte signifikant skilda.
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Resultatet av de stora algerna visade att det inte fanns nagon signifikant skillnad mellan sedimenteringstid
och antalet alger (figur 5). Supernatanten raknades till 76 stycken efter 30 minuter med 5,1 alger/prov,
5 stycken efter 60 minuter med 0,3 alger/prov och 4 stycken efter 90 minuter med 0,3 alger/prov. T-
test mellan 30- och 60 minuter gav p= 0,1732, mellan 30- och 90 minuter var p= 0,1540 och mellan
60-90 minuter var p= 0,7744. Figur 5 visar medelvardena och forhallandet mellan sedimenteringstid
och antalet alger i form av signifikansforhallande.

Skillnaden mellan medelantalet stora (>40pum) alger och
sedimenteringstid samt signifikansférhallande
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Figur 5 visar ett histogram pa medelantalet stora (>40 um) alger i alla vattendrag tillsammans och p-vardet (via 2-sidigt t-

test) mellan antalet alger och sedimenteringstider. Kolumner med samma bokstav (a,b) dr inte signifikant skilda.

13



3.2 Algmitning

Resultatet av algmétningen gav ingen signifikant skillnad mellan storlek och sedimenteringstid.
Medelvardet for storleken var efter 30 minuter 13,5 um/alg, efter 60 minuter 13,3 pm/alg och efter 90
minuter 13,8 um/alg. T-test mellan 30- och 60 minuter visade p = 0,787, mellan 30- och 90 minuter
var p = 0,881 och mellan 60 - 90 minuter var p = 0,735. Figur 6 visar medellingderna och férhéllandet

mellan sedimenteringstid och léngderna pa alger i form av p-vérden.

Skillnaden mellan medelldngd pa alla alger och
sedimenteringstid samt signifikansférhallande

14

13,9

[=n

13,8

13,7

136

135

13,4

13,3

Medellangd

13,2
13,1

13

12,9 -
30 min 60 min S0 min

Sedimenteringstid (min)

Figur 6 visar ett histogram pa medellingderna pa algerna efter 30-, 60- och 90 minuters sedimentering samt férhallandet
mellan medellangder och sedimenteringstid i form av p-varde (via ett 2-sidigt t-test). Kolumner med samma bokstav (a,b) ar

inte signifikant skilda.

3.3 Algidentifiering
Vid algidentifieringen hittades tre i antalet dominanta arter: Mayamaea atomus var. permitis (Hustedt),

Eolimna minima (Grunow) och Fistu!fera saprophila (Lange-Bert. et Bonik).

14



4 Diskussion

Fokus pa detta arbete var att underséka om kiselalgsmetoden kan forbattras genom att justera den sa
kallade sedimenteringstiden for algprover. Mina huvudsakliga resultat var att en stor andel alger inte
hinner sedimentera under de gingse 30 minuterna. Genom att férlinga sedimenteringstiden atminstone
till 90 minuter, férbattras berakningen av totala antalet algceller signifikant. Detta betyder dock inte att
jag hirmed har kommit fram till ett bestimt minima for sedimenteringstiden. Jag anser att detta borde

undersokas vidare med en- och tvadagarssedimentering sa att standardmetoden beprovas till fullo.

Jag har i detta arbete jamfort mina resultat fran en tidigare undersokning, skrivet av Alexandra Vasquez
Guerro pa Sveriges Lantbruksuniversitet, dar sedimentet undersoktes, vilket ar standard, men inget
preparat gjordes utan farska prover anvandes dar "Lugols 16sning" tillsattes for att algerna inte skulle
foroka sig efter hennes 60- och 180 minuter. Da hon inte anvande sig av samma metod som i det
experiment jag utférde, forvintade jag mig kunna finna farre alger @n henne (Vasquez Guerro 2010). Jag
valde 90 minuter som min lingsta tid, istallet for 180 minuter. Dels efter vagledning fran handledare

men aven for att en gradvis 6kning pa 30 minuter var logiskt.

4.1 Algrakning
Medelvardena verkar minska mellan 30- och 60 minuter eller mellan 30- och 90 minuter for alla tester.
Signifikansen for att det skall vara skillnad mellan tiderna f6ljer ungefar samma ménster. For alla
storlekar (tabell 1-3, figur 2-4) och f6r de minsta algerna kan nollhypotesen férkastas vad galler
skillnaden mellan medelantalet alger och sedimenteringstid mellan 30- och 60 minuter. For de
medelstora algerna gillde att efter 90 minuter verkade minskningen av alger upphéra vilket betyder att
det kan fortlopa en minskning dven efter lingre tider. For de stora algerna hittade jag ingen signifikant
skillnad mellan sedimenteringstiderna och formodligen var detta for att de efter ett tag blev sa fa i antal
(tabell 4, figur 5).
Eftersom det for det totala antalet alger visade signifikans mellan 30- och 60 minuter men mellan 60-
och 90 minuter for mellanstora alger innebar det att nér alla storlekar liggs samman doljs skillnaden
mellan de olika (sma, mellanstora, stora) algerna (figur 2).
Med tanke pa dessa skillnader och det faktum att de sma algerna fortfarande &r nérvarande i ett ganska
stort antal efter 90 minuter (14,7 alger/prov) borde experiment med en- eller tva dagars sedimentering
utféras. Anledningen ar att det finns en mgjlighet att sedimenteringen kan komma att fortlépa men att
det kravs en mycket langre sedimenteringstid an den som tillatits. Forst efter att detta gjort anser jag att

det gar att bestamma den minimala sedimenteringstiden vid utforande av kiselalgsmetoden.
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4.2 Algmaitning
Vad giller algmatningen har jag fitt ytterligare intressanta resultat. Det fanns inget signifikant bevis pa
att sedimenteringstiden berodde av storleken pa algerna, men tittar vi direkt pa de specifika
vattendragen sd som E21 ser vi att detta vatten innehéller storre alger an de évriga fyra (Se tabell 3 i
bilaga 3 efter E21_antal resp. E21_medellingd). Algerna i detta prov sjénk mycket fort. Fran 130 alger
till 6 och slutligen 1. Detta kan tyda pa att storre alger sjunker fortare an sma. Men eftersom sa fa prover
har tagits fanns ingen mojlighet att géra en bra statistiks analys. Jag kunde bara konstatera att eftersom
storre alger verkade sjunka fort i ett prov med bara stora alger finns det anledning att 6vervaga att
mindre alger sjunker saktare, vilket var det antagande jag aven gjorde innan undersékningen var

genomford. Men bevis saknas.

43 Algarter
De vanligt forekommande Mayamaea atomus var. permitis, Eolimna minima och Fistulifera saprophila
noterades for att bedoma ungefar vilket typ av vatten som undersoktes. Mayamaea atomus var. permitis och
Eolimna minima ar tva arter som forekommer i vatten med hoga halter organiska féroreningar, och
darmed i vissa cutrofa vatten (Zgrundo & Bogaczewicz-Adamczak 2004). Aven Fistulifera saprophilia ar

sma alger som ér toleranta mot férorenade, eutrofa vatten (Spaulding & Edlund 2008).

4.4 Felkallor och alternativ

Om hela tickglaset hade granskats, sa att alla alger bade riknas, mats och artidentifieras skulle resultatet

ha storre validitet men tidsbegransning ar nagot som alltid ar narvarande vid alla typer av studier.

Det storsta problemet var svarigheten att fa sedimentet lika férdelat nar det halldes upp i de tre separata
behallarna. Trotts att jag skakade om burkarna ordentligt skedde kraftig sedimentering Vfildigt tidigt.
Det kan komma att finnas mer eller mindre sediment beroende pa vilken av de tre bégarna som blev

fylld forst. For att motverka detta kan féljande lf)sning fungera (se figur 7):

]

3

|

30 min 60 min 90 min 60 min 90 min 30 min 90 min 30 min 60 min

Figur 7: Ett alternativ till att bara anvénda tre bagare. Hér fylls férst tre burkar som sedan skakas for att hallas 6ver i 3
bigare/burk. Ordningarna f6r hur bagarna fylls ar 1, 2 resp. 3. Sedimenteringstid viljs sedan sa att ordningen f6r hur bagarna
fylls blir olika for var sedimenteringstid vilket ger 3 bigare for varje sedimenteringstid och dirmed 9 preparat for varje

vattendrag.
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Detta innebiér att var sedimenteringstid gors ur tre olika bagare vilket ger tre preparat per
sedimenteringstid dar var och en tagits ur alla tre ordningar. Detta skulle gjort att istéllet fér 15 prover
skulle jag haft 45 prover och detta hade jag inte haft tid med. Sedan hade jag inte tillrakligt med
sediment att utga fran for att gora sd manga preparat. Jag hade bara en burk/vattendrag. Men for

framtida experiment ger jag detta tips for att undvika svarigheten jag stalldes infor.

Likasa momentet dér vatten avligsnades fran sedimentet ar nagot att utveckla eftersom provet valdigt
latt rérdes upp vid processen. En l6sning kunde vara att inte alls dela upp proverna i tre bagare (eller 9
om metoden i figur 7 anvands) utan istillet bara anvinda en enda och fran denna bagare avlagsna
provvatten efter 6nskad sedimenteringstid. Nackdelen med detta ar att pipett maste anvandas och vid

utférandet av detta kan kiselalgerna fastna pa pipettens insida/utsida.

X, Y, Z min XY Z

Figur 8: Ett alternativ for dekantering av vatten. Figuren visar hur pipettering av vatten till provror utfors istéllet for att hélla
over vatten direkt fran bagaren. I denna metod anvinds inte tre separata bigare for respektive sedimenteringstid utan efter att
forsta sedimenteringen och dekanteringen utforts star bagaren i ytterligare 30 minuter for nista dekantering och sa vidare.

Bokstaverna (X, Y, Z) representerar en sedimenteringstid.

5 Slutsats

Slutsatserna fran denna undersokning ar framst att metoden jag anvant fungerade bra, trots mina
misstankar om hur vissa delmoment borde férbittras. Jag fick signifikanta resultat som visade att efter 90
minuters sedimenteringstid har avtagandet av alger, sa att alla storlekar hann sedimentera, i det
dekanterade vattnet bérjat avstanna. Att gora ett preparat som jag gjorde var bra eftersom det dirmed

inte féreléig risk for att proverna skulle forstoras under réikning eller att algerna skulle foroka sig.

Intresset for detta amne har vaxt i min varld och det skulle vara véldigt intressant att géra vidare tester
med langre sedimenteringstid for att forsoka forbattra metoden. Till exempel en- eller tvadagars langa
tester for att se ifall de minsta algerna verkligen sjunker eller om de helt enkelt ar sa latta att det inte gar
att fa med dem vid unders6kning av sedimentet. Mina tva alternativ (figur 7 och 8) vore ocksa intressant

att prova.

Jag fick saledes en hel del intressanta resultat och tydliga tendenser pa att proven bor sedimentera i mer
an 90 minuter. Eftersom de medelstora algerna fortfarande verkade sjunka efter 90 minuter
rekommenderar jag att langre sedimenteringstider beprovas. Det kan vara sa att dven de mindre

fortsitter sjunka pa en signifikant niva om proven far sta i ytterligare en eller tva dagar.

Eftersom kiselalger undersoks framst for deras artrikedom ar det viktigt att alla arter far komma med i

analysen sa att Vattendragen inte far fel bedémning.
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7 Bilagor

7.1

Bilaga 1: Material

Insamling av prover:

Ljusmikroskap: 1000x med oljeimmersionobjektiv med fas- eller interferenskontrast samt ett

maitokular (10-15x) med kalibrerad skala. Mikroskapet ska helst vara utrustat med kamera

¢  Gummistovlar

e Maittband/mitsticka/linjal

® ) vannor

e Tandborstar

e Flaska/behdllare (ca 500ml)

e 250 ml behéllare

® Markeringspenna
Laborering:

e Behallare (minst 60 ml)

® Markeringspenna

e NaOH (96%)

e Centrifugror

® Bordcentrifug (ca 3500 varv/min) och centrifugror

® Pasteurpipetter

e Viteperoxid (H202 40%)

® Virmeskap

® Destillerat vatten

® Dragskap

e Tickglas

® Pincett

e Naphrax

®  Objektglas

e Protokoll
Analys:

°

kopplat till en dator.

e Immersionsolja

e Litteratur

e Excel

e Protokoll
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7.2 Bilaga 2: Kiselalgsréikning

Tabell 1

Tabell 2

Alla storlekar

Sma (<20um)

Tid 30 min 60 min 90 min Tid 30 min 60 min 90 min
M36:1 150 24 31 M36:1 50 18 27
M63:2 47 17 18 M63:2 43 17 14
M36:3 52 28 16 M36:3 46 28 16
018:1 138 57 52 018:1 136 56 52
018:2 98 41 38 018:2 89 39 38
018:3 37 39 43 018:3 36 38 43
E21:1 95 12 3 E21:1 46 7 1
E21:2 66 5 2 E21:2 40 2
E21:3 65 3 1 E21:3 35 2 1
N34:1 20 13 22 N34:1 18 13 20
N34:2 4 4 21 N34:2 4 3 21
N34:3 16 8 27 N34:3 15 8 26
M42:1 44 13 22 M42:1 41 9 22
M42:2 57 24 9 M42:2 56 18 9
M42:3 41 27 14 M42:3 39 18 14
Tot 930 315 319 Tot 694 279 306
Vantevarde 62 21 21,267 Viantevarde 46,267 18,6 20,4
Relation 30-60 30-90 60-90 Relation 30-60 30-90 min | 60-90
min min min min min
n 15 15 15 n 15 15 15
Frihetsgrader 14 14 14 Frihetsgrader 14 14 14
Ho = M1 - U2 #0 #0 ~0 Ho = Mg - M2 #0 #0 ~0
St.avvikelse 40,755 15,463 14,567 St.avvikelse 30,455 14,961 14,651
St.fel 10,523 3,993 3,761 St.fel 7,864 3,863 3,783
p - virde 0,001 0,002 0,962 p - virde 0,000 0,002 0,470
t - varde 4,337 3,890 0,048 t - varde 5,065 3,716 0,742

20




Tabell 3

Tabell 4

Medelstora (20-40pum)

Stora (>40 um )

Tid 30 min 60 min 90 min Tid 30 min 60min 90min
M36:1 50 6 4 M36:1 50 0 0
M63:2 3 0 2 M63:2 1 0 2
M36:3 3 0 0 M36:3 3 0 0
018:1 2 1 0 018:1 0 0 0
018:2 8 1 0 018:2 1 1 0
018:3 1 1 0 018:3 0 0 0
E21:1 42 4 1 E21:1 7 1 1
E21:2 21 0 0 E21:2 5 0 0
E21:3 23 1 0 E21:3 7 0 0
N34:1 2 0 2 N34:1 0 0 0
N34:2 0 1 0 N34:2 0 0 0
N34:3 1 0 0 N34:3 0 0 1
M42:1 3 4 0 M42:1 0 0 0
M42:2 0 5 0 M42:2 1 1 0
M42:3 1 7 0 M42:3 1 2 0

Tot 160 31 9 Tot 76 5 4
Vintevarde 10,667 2,067 0,6 Vintevarde 5,067 0,333 0,267
Relation 30-60 30-90 60-90 Relation 30-60 30-90 60-90

min min min min min min

n 15 15 15 n 15 15 15
Frihetsgrader 14 14 14 Frihetsgrader 14 14 14
Ho=Hi-Hz |#O0 #0 #0 Ho = M1 - M2 ~ ~ ~
St.avvikelse 15,555 2,351 1,143 St.avvikelse 12,250 0,596 0,573
St.fel 4,016 0,607 0,295 St.fel 3,163 0,154 0,148
p - virde 0,049 0,024 0,036 p - virde 0,173 0,167 0,774
t - varde 2,159 2,525 2,323 t - varde 1,435 1,457 0,292
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7.3 Bilaga 3: Kiselalgsmiitning

Tabell 5

Langd pd alla alger

Tid 30 min 60 min 90 min
M36_antal 65 18 35
E21_antal 130 6 1
N34_antal 20 44 41
M42_antal 52 20 38
O18_antal 123 67 47
M36_medellingd 13,9 11,2 11,2
E21_medellingd 21,3 21,3 26,7
N34_medellingd 13,5 12,3 12,2
M42_medellingd 9,4 12,2 9,6
O18_medellingd 9,6 9.4 9,1
Vintevirde 13,54 13,28 13,76
Relation 30-60 min | 30-90 min 60-90 min
n 5 5 5
Frihetsgrader 4 4 4

Ho = Uy - M2 #0 #0 #0
St.avvikelse 4313 4,143 6,564
St.fel 0,863 0,829 1,313
p - varde 0,787 0,881 0,735
t - varde 0,288 0,159 0,364

22




