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1 Indledning

Oparbejdning af prgver af bentiske kiselalger indsamlet i sger og vandlgb i henhold til denne
anvisning har til formal at beskrive artssammensatningen og den relative forekomst af de
enkelte arter i prgven. Resultaterne skal, jfr. vandrammedirektivet, anvendes til beregning af
en indeksvaerdi for de bentiske kiselalger.

Metoden er baseret pa DS/EN 13946:2014 "Water Quality — Guidance standard for the routine
sampling and pre-treatment of benthic diatoms from rivers" samt retningslinjer fra Gina
Henderson, Henderson Ecology, UK og Amelie Jarlman, Jarlman Konsult AB, Lund, Sverige.

Metode til indsamling af prgver af bentiske kiselalger i henholdsvis sger og vandlgb beskrives i
TA S18 og TA V21 som findes pa fglgende link:
https://bios.au.dk/forskningraadgivning/fagdatacentre/ferskvand/ \
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2 Metode

Alle individer af bentiske kiselalger i prgven skal bestemmes til artsniveau. Hvis dette ikke er
muligt, kan der undtagelsesvist bestemmes til en gruppe af arter eller til slaegtsniveau (se
2.3.6). Arsagen til krav om dette detaljeniveau er, at indeks bygger pa forekomsten af arter og
en specifik indikatorveerdi for den enkelte art.

De anvendte indsamlingsmetoder (jfr. TA S18 og TA V21) har ikke til formal, og ggr det heller
ikke muligt, at bestemme teetheden af de bentiske kiselalger.

OBS! Vaer opmaerksom pd, at der anvendes potentielt sundhedsskadelige stoffer og at arbejdet
skal foregd under hensyntagen til gaeldende regler for disse.

2.1 Udstyr Q
Liste over udstyr @
e Vandbad

e Stinkskab
e Kogeplade

e Pincet 0
o Kgkkensigte (maskestgrrelse ca. 0,5 mm)O

e Glasskal

e Flaske/beholder med lag af samme e som prgvetagningsflasken
e Tragt, der passer til flasken

e Pasteurpipetter og sugebol \

e Plastikvialsmedlag O

e Engangspipetter %

e Pipette (Finn piget
e Metalbakke til & rgver
e  Mikroskop ("' 100x forstgrrelse under forudsatning af 10x okkular) med

iondlinse, Nomarski interferens og/eller fasekontrast

e Evt. centrifuge (kapacitet 1200 omdr/min) og centrifugergr i plast

e Evt. prgveglas med lag, 10-15 ml med tilhgrende |ag, hvis centrifuge ikke anvendes
e Varmefast holder til centrifugergr/prgveglas

e Hydrogenperoxid (H202) 30 %

e Evt. saltsyre (HCI) 50% - anvendes hvis der findes jernforbindelser i prgven

e Evt. NH;3(1-2% - anvendes, hvis der er mange lerpartikler i prgven)
o Daekglas

o Objektglas

e Alkohol/opvaskemiddel

e Naphrax (“mounting agent”)

e Lugol til genfiksering af prgverest

e Bestemmelseslitteratur — se bilag 6.1
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NB! Hvis der vaelges en anden oprensningsmetode (se nedenfor) end den her beskrevne, skal
udstyrslisten evt. justeres — se DS/EN 13946.

2.2 Procedure

Ud fra de indsamlede prgver produceres mikroskopslides (praeparater), som efterfglgende
anvendes til identifikation af kiselalgerne og opteelling af disse.

2.3.1 Vigtige generelle bemarkninger

Under alle arbejdsgange skal muligheden for kontaminering af prgverne undgas. Glas- og
metaludstyr skal derfor renggres meget grundigt mellem hver prgve. Brug engangsplastikvials
med |3g og engangspipetter, og kassér dem efter brug. Brug separate pipetter til hver prgve.
Laeg i videst muligt omfang 1ag pa preven. Undga at praeparere prgver fra §ggskellige stationer
samtidig. Husk at maerke alle flasker/vials/rgr/objektglas m.m. omhyggeligt. fiksér og gem
altid prgveresten.

2.3.2 Sedimentation @

De indsamlede lugol-konserverede prgver kontrolleres for gfhgve Wanterester eller lignende.
Disse fjernes umiddelbart fra prgverne, hvorefter pr¢ve®] r fortsat er planterester eller
lignende, haeldes gennem en kgkkensigte (maskestgrrgls
der kan lukkes med et lag. Beholderen lukkes, og p
48 timer. Supernatanten (dvs. veesken der ligger -@

dekanteres fra, uden at det sedimenterede W€ ophvirvles. Kontrollér, at der ikke er
kiselalger i supernatanten. Hvis det alligevel Idet, skal supernatanten hzaldes tilbage, og
processen skal gentages. | stedet for s entation kan prgven centrifugeres.

,5 mm) og ned i en beholder,
ensaettes til sedimentation i mindst

2.3.3 Forelgbig undersgg

Efter frahaeldning af superngfgt xldes prgven i et plastikglas og der fyldes op med

ionbyttet/destilleret varN\t 4 af glassets samlede volumen. Glasset lukkes med et lag og
homogeniseres ve inge?t par draber udtages til forelgbig mikroskopisk undersggelse,
med henblik pa at fi mest hensigtsmaessige fortynding (der skal optzelles i alt ca. 400

kiselalgeskaller W, mee — se afsnit 2.3.5 og 2.3.6). Algeteetheden vurderes, og det noteres,
hvis der f.eks. er mafige tomme eller gdelagte kiselalgeskaller i prgven. NB! Pr@gveresten skal

gemmes ifglge aftale med Miljgstyrelsen, sa husk at genfiksere og maerke prgven, nar
delprgven til bearbejdning er udtaget.

2.3.4 Oprensning af prgve

Pr@ven rystes igen, og en delprgve pa 5 ml overfgres til et centrifugergr. Centrifugergret fyldes
med ionbyttet/destilleret vand, og prgven centrifugeres i 4 min ved 1200 omdr/min. Efter
centrifugeringen skal der vaere en synlig mangde materiale tilbage pa bunden af rgret. Hvis
der ikke er tilstreekkeligt materiale, suges supernatanten op fra centrifugergret, prgven
omrgres/omrystes omhyggeligt, der tilsaettes yderligere 5 ml prgve til centrifugergret,
hvorefter der centrifugeres igen. Denne proces kan gentages, indtil der er tilstraekkeligt
materiale tilbage i centrifugergret.
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Hvis man ikke har en centrifuge til radighed, kan man lade prgven sedimentere i glasrgr i
stedet for. | sa fald skal hver ”“centrifugegang” (ogsa hvis det er ngdvendigt med flere, som
ovenfor beskrevet) erstattes med en sedimentation pa 12 timer.

Nedenstdende metode til oprensning er velafprgvet og anbefales. De metoder, der er anvist i
den seneste udgave (i skrivende stund fra 2014) af DS/EN 13946, kan anvendes i stedet.

1. Placér hvert centrifugergr - indeholdende en delprgve - i en holder og sug sa meget af
det overliggende vand fra som muligt, indtil der er ca. 5 ml tilbage. For at tjekke for
krydskontaminering kan man have centrifugergr uden algeprgve med mellem de
faktiske prgver, som behandles og analyseres pa samme made som prgverne.

2. Tilsaet 1-2 draber 30 % H202 til hvert prgveglas. Der vil ske en reaktion (brusen),
hvorved det organiske materiale oplgses og kun skallerne er tilbage. Vent, til
reaktionen ophgrer. Tilsaet yderligere 30% H202 og gentag, indtil erca.10 mli
rgret. Dette kan tage lang tid, hvis reaktionen med H202 er kraf '%an kan evt.
tilsaette H202 over flere dage. Et 1ag kan leegges lgst pa glasse@ﬁer hvor kraftig

d

reaktionen er. @
3. Séat holderen med rgrene med lgst pasat lag i et vand estilleret vand i 1-2
timer (eller natten over) ved 80°C. Undga at prgverng (o8wandbadet) tgrrer ud

4, Tag proverne op af varmebadet, og lad dem kglqaf.

5. Hvis der stadig er organisk materiale tiIbagw ugeres/sedimenteres prgverne
igen, og proceduren med H202 gentage . ®fter centrifugering suges vaesken i
delprgven fra og Punkt 1-4 gentages& kun er fa rester af organisk materiale
tilbage.

6. Hvis en prgve er brunlig (typis}&jernforbindelser) tilsaettes et par draber 50% HCI.
Vent et par minutter. Hvis p @" adig er gullig, tilsaettes endnu et par draber HCI.

(o)

7. Vask prgven (for at fierffe IROZ og evt. HCI) ved at tilseette ionbyttet/destilleret vand
efterfulgt af centrifydifg#4 min ved 1200 omdr/min. Dekantér det overliggende
vand, og gentag\le % sk fire gange. Hvis HCl er tilsat, skal prgven vaskes fem
gange.

8. Huvis defer me§et ler i prgverne kan man tilsaette 1-2 draber svag NH3-oplgsning med
den sidst for at undga at algerne klumper sammen pa praeparatet.

Centrifugering kan erstattes af simpel sedimentering som beskrevet ovenfor (altsa op til
fem gange 12 timer).

9. Efter sidste vask fjernes det overliggende vand, bortset fra ca. 2 ml. Prgven omrystes
forsigtigt, og indholdet skal nu have en farve, der er en mellemting mellem
gennemsigtig og meaelkehvid. Fine, flydende partikler kan normalt ses, nar man holder
prgven op mod lyset Det kraever nogen gvelse at fa den rigtige koncentration.

10. For at finde den mest hensigtsmaessige fortynding af prgven og for at kontrollere, at
skallerne er paene, overfgres én drabe til et objektglas, og prgven undersgges under
mikroskop. Hvis prgven er for taet, sa taellingen bliver usikker, kan den fortyndes med
ionbyttet/destilleret vand. Er prgven for tynd, sa der skal bruges uhensigtsmaessigt
meget tid pa at oparbejde den, centrifugeres/sedimenteres den, og det overliggende
vand dekanteres, sa den bliver mere koncentreret.
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2.3.5 Fremstilling af praeparat

1.

Rens et daekglas med H202, alkohol eller opvaskemiddel. Overfladen ma ikke vaere
fedtet. Dette kan kontrolleres ved at sikre sig, at en drabe vand nemt spreder sig pa
overfladen.

Der fremstilles en serie af praeparater for hver prgve. Placér en metalbakke pa stedet,
hvor tgrringen (se nedenfor) skal forega og laeg en serie daekglas herpa. Prgven rystes
godt, inden der med pipette overfgres en delprgve pa hvert daekglas. Afhaengig af
stgrrelsen af deekglasset overfgres der med pipette (Finn pipette) f.eks. 0,3; 0,5 og 0,7
ml pa hvert sit deekglas. Fremstilling af flere (f.eks. tre som naevnt) praeparater med
forskellig teethed sikrer, at der produceres et, der er egnet til teelling (ikke for
koncentreret), og et, der er mere koncentreret, som giver mulighed for at undersgge
visse arter naermere. NB! Husk at udskifte pipettespidsen efter hver prgve.

Lad daekglassene lufttgrre et tildaekket, uforstyrret sted, skeermet $g stav og
luftstremme. Pas pa ikke at rgre ved dem med fingrene, brug enssé T@rring kan
tage op til to dage. b

Kontroller daekglassene med prgverne, eventuelt ved hj I@ikroskop, for at
afggre, om prgven er klar til at blive talt.

nedenfor. Overfgr en drabe
sset og placer dekglasset med

Meerk objektglas med stationsnummer, dato m.m:
Naphrax — lzes sikkerhedsanvisningerne! - til g
preven vendende nedad oven pa denne dr

Opvarm en kogeplade til ca. 130°C i gt sf al¥ og laeg forsigtigt objektglasset med
prove og deekglas pa kogepladen. Vg Q¥ forsigtig — farlige dampe udvikles! — fglg
sikkerhedsanvisningerne pa Naphra tten! Stands, nar opbrusningen ophgrer.
Dette tager ca. 15 min.

Praeparatet afkgles. Tjek, at lasset ikke flytter sig, nar man skubber til det med en
fingernegl. Hvis dette , skal praeparatet varmes i lidt laengere tid.

Alle praeparater sk rsynet med tydelig etiket med fglgende oplysninger:
stationsnr., statiNg Nevt. lokalitet, substrattype, prgvetagningsdato og navn pa
laboratori ¢ @ sn&er har oparbejdet prgven.

2.3.6 Opteellin gver

1.

Prgven tzelles i et lysmikroskop med Nomarski interferens og/eller fasekontrast ved
min. 1000X forstgrrelse.

Teel som udgangspunkt i alt 400 intakte kiselalgeskaller (dvs. halve individer).
Derudover skal der taelles mindst 200 skaller, som ikke tilhgrer den dominerende
art/underart. For eksempel: hvis der blandt de 400 talte individer findes 300 individer
af samme art (dominerende art), skal der teelles flere individer, sa der opnas et tzelletal
pa mindst 200 individer af de arter, som ikke dominerer prgven. Det endelige antal
talte skaller vil dermed variere mellem prgver. Beskadigelse af skallerne i forbindelse
med prgveudtagning, rengg@ring og praeparering af objektglas er normalt minimal. Hvis
der alligevel er flere gdelagte skaller, end der blev observeret ved den forelgbige
undersggelse (afsnit 2.3.3), skal skaller, som kan bestemmes, dvs. hvis bade den
centrale del og den ene spids (endestykket) er intakt, medteelles. For taxa, der ikke har
en definérbar central del, teelles spidserne, og der divideres med to. Visse arter (f.eks.
Asterionella formosa, Synedra ulna, Synedra acus og tyndskallede arter af Nitzschia
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som f.eks. N. acicularis) gar saerlig let i stykker og vil blive underrepraesenteret, hvis der
kun teelles intakte skaller.

Teel diagonaler eller felter pa glasset, sa hver enkelt individ kun tzelles én gang.

Som udgangspunkt skal alle individer identificeres til artsniveau og, hvis det er relevant
og muligt, til underarter. Hvis der opstar tvivl om, hvorvidt et individ tilhgrer én af for
eksempel 2-3 mulige arter, skal dette registreres (f.eks. som Navicula
lanceolta/pseudolanceolata/peregrina). Hvis artsbestemmelsen pa anden vis er
usikker, kan "cf." anfgres sammen med artsnavnet. Kun, hvis der ikke er andre
muligheder, kan arten bestemmes til slaegt.

Det noteres, hvor mange skaller, der findes af hver art.

Indfgr vaerdierne i et teelleskema (se 2.3.7).

2.3.7 Teelleskema

Som tzelleskema anvendes et szerskilt Excel-regneark. Udformningen o@;ldet af dette skal
ske i samarbejde med Miljgstyrelsen. @

2.3 Vedligeholdelse af instrumenter

Generel

vedligeholdelse af mikroskop (K¢h|er-inds@

O
Q,}b

S
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3 Databehandling

3.1 Beregninger

Ikke relevant.

3.2 Data og koder

Data skal indsendes elektronisk til Miljgstyrelsen i et Excel-ark. Se afsnit 2.3.7. | dette ark skal
der til hver af arterne tilfgjes den geeldende OMNIDIA kode. Erhvervelse af licens til
programmet OMNIDIA sker i samarbejde med Miljgstyrelsen.

2

S
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4 Kvalitetssikring

4.1 Kvalitetssikring af metode

Serg for, at der er optalt og identificeret mindst 400 intakte (husk dog anvisningerne i 2.3.6,
pkt. 2) kiselalgeskaller. Ved tvivl om identifikation af en art, konsultér om muligt flere
bestemmelsesvaerker. Indhent om ngdvendigt en “second opinion” fra en person med de
ngdvendige kompetencer.

4.2 Kvalitetssikring af data og dataaflevering

Kontroller, at alle relevante oplysninger er indfgjet i telleskemaet. Kontrgllér artsnavne for
stavefejl. Det er vigtigt, at navnene er stavet korrekt — tjek evt. i Algaet@ .

4.3 Ekstern kontrol @

Miljgstyrelsen og/eller Fagdatacenteret forbeholder sig rettqli ti\gt l[ade udfgre en ekstern
kvalitetskontrol pa en del af de bearbejdede prgver. Sa% parater og prgverester skal

derfor opbevares sikkert, saledes at denne kontroler l .

S
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7 Oversigt over versionsaendringer

Version

Dato

Emne

/Z&ndring

06.11.2020

Denne tekniske anvisning bygger pa flere
udgaver af retningslinjer for oparbejdning af
prever fra sger og vandlgb, herunder afsnit
2.7 i TAV21 - Bundlevende alger, version 4. |
TA V21, version 5 er dette afsnit taget ud og
erstattet med denne selvstaendige TA, falles
for sp og vandlgb. Samtidig er der foretaget
justeringer og rettelser i anvisningerne.

o

S

2

O

TA-SV1 Bentiske kiselalger — oparbejdning af prgver fra sger og

vandlgb

Version 1



	1 Indledning
	2 Metode
	2.1 Udstyr
	2.2 Procedure
	2.3.1 Vigtige generelle bemærkninger
	2.3.2 Sedimentation
	2.3.3 Foreløbig undersøgelse
	2.3.4 Oprensning af prøve
	2.3.5 Fremstilling af præparat
	2.3.6 Optælling af prøver
	2.3.7 Tælleskema

	2.3 Vedligeholdelse af instrumenter

	3 Databehandling
	3.1 Beregninger
	3.2 Data og koder

	4 Kvalitetssikring
	4.1 Kvalitetssikring af metode
	4.2 Kvalitetssikring af data og dataaflevering
	4.3 Ekstern kontrol

	5 Referencer
	6 Bilag
	6.1 Litteratur til artsbestemmelse af bentiske kiselalger

	7 Oversigt over versionsændringer



