aly

Lansstyrelserna
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Forord

En femtedel av det syre som vi andas kommer fran kiselalger, en grupp
organismer som finns i stora mangder i varldens oceaner men ocksé i alla
typer av sotvattensmiljoer. Kiselalger hittas i den fria vattenmassan men
ockséd som pavixt pa stenar, véixter eller andra foremal. Kiselalger &r
utmaérkta indikatorer pa vattenkvaliteten i rinnande vatten och sjoar och
anvénds 1 Europa och i manga andra ldnder inom miljéovervakningen.
Kiselalger ingar i de svenska beddmningsgrunderna for miljokvalitet och
anvands vid bedomning av ekologisk status enligt Férordning (2004:660) om
forvaltning om kvaliteten pa vattenmiljon.

Det gemensamma delprogrammet “Kiselalger i vattendrag” har existerat
sedan 2009. Programmet har utgjort en fortdtning av det nationella
kiselalgsprogrammet och ar ténkt att fylla de luckor som férekommer
avseende representativitet hos vattendragen och olika miljopaverkan.
Tillsammans ska data bidra till att beskriva miljétillstandet i Sveriges
sOtvattensmiljoer med avseende pa framst surhet och néringstillstand. Sedan
2014 skoter Léansstyrelsen i Stockholms lén samordningen inom
programmet. Institutionen for vatten och milj6 vid Sveriges
lantbruksuniversitet har under alla &r deltagit som utforare av utvérderingar
samt gett forslag till fordndringar av programmet.

Denna rapport utgdr den tredje och sista utvarderingen av det gemensamma
delprogrammet. From 2022 ingér undersékningar av kiselalger i de program
som ror basdvervakning inom varje vattendistrikt och som for nérvarande ar
under utveckling.

Rapporten har skrivits av Maria Kahlert vid Institutionen for vatten och
miljo, Sveriges lantbruksuniversitet i dialog med Joakim Pansar vid enheten
for miljéanalys, Lansstyrelsen 1 Stockholm. Kommentarer och slutsatser i
rapporten &r forfattarens egna.

Uppdraget har utforts med stod av statliga medel frdn Havs- och
vattenmyndigheten.
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Uppdragets syfte och omfattning

Rapporten redovisar den tredje gemensamma utvéarderingen av regional och
nationell miljodvervakning inom det gemensamma delprogrammet
”Kiselalger i vattendrag”. Delprogrammet startade 2009 och ér ett frivilligt
samarbete mellan ett stort antal lansstyrelser i Sverige. Ett syfte ar att
samordna den nationella, regionala och lokala miljodvervakningen sé att
undersokningar genomfors pé ett likartat sétt. Inom delprogrammet
genomfors dven gemensamma utvirderingar och mer tillforlitliga
bedomningar av miljétillstindet och darigenom fa ut mer av insatta resurser.
Programmet utgor en fortdtning av det nationella kiselalgsprogrammet och ér
tankt att fylla de luckor som férekommer med avseende pé representativitet i
vattendragsurval och miljopaverkan. Arbetet samordnas av Lansstyrelsen i
Stockholms lan. Institutionen for vatten och milj6 vid Sveriges
lantbruksuniversitet har under alla &r deltagit som utforare av utvirderingar
samt gett forslag till program. Enligt projektets tidsplan ska regelbundna
utvarderingar goras av delprogrammet. De tidigare utvarderingarna gjordes
2011 och 2015 (Kahlert, 2011; Kahlert and Pansar, 2015).

Det hdr uppdraget omfattar en utvirdering av tidsseriedata i vattendrag fran
2007-2020 inom det gemensamma delprogrammet kiselalger. Vidare
omfattar uppdraget en forsta utvirdering av kiselalger i sjoar och en kort
lagesrapport om aktuella projekt kring eDNA-teknik for kiselalgsanalys.
Uppdragsbeskrivningen anger att:

1. Utvérderingen ska verka for att all data framtaget inom GDP
kiselalger finns inrapporterat och uppladdat hos nationell datavérd.

2. Tidsserieanalyser av insamlade data. For detta &ndamal viljs i dialog
med Lansstyrelsen ett urval stationer ut med hog
provtagningsfrekvens och bra tillgang pa attributdata. Forslagsvis
viljs stationer som har érlig kiselalgsprovtagning och vattenkemisk
provtagning motsvarande minst 6 prov per ar. Endast data som finns
inrapporterad till SLU-MVM beh&ver hanteras.

3. En forsta utvéirdering av hur de nya beddémningsgrunderna for
kiselalger i sjoar fungerat ska genomforas. Eventuella styrkor och
svagheter hos bedomningsgrunderna ska kommenteras med forslag
till forbattringar och/eller behov av vidare utveckling.

4. [ forsta hand ska miljokvalitetsindex IPS och ACID ska utvérderas
tillsammans med 6verenskomna bakgrundsdata.

5. Utvérderingen ska innehélla en kort lagesrapport om aktuella projekt
kring eDNA-teknik for kiselalgsanalys.

6. Om det finns behov av att uppdatera en undersokningstyp ska detta
meddelas i rapporten.



7. Uppdraget ska utforas i ndra samarbete med uppdragsgivaren och
med minst 2 avstimningar.

Data hos nationell datavard

En stor anstrdngning har gjorts for att alla kiselalgsstationer och métdata ska
vara tillgdngliga via databasen ”Miljodata MVM” (Miljodata-MVM, 2021)
frén datavérden SLU (Sveriges lantbruksuniversitet) och i VISS (VISS
(VattenInformationsSystem Sverige), 2021). Alla lansstyrelser har
kontaktats for att fortydliga virdet av att méitdata sammanstélls i en enda
databas, just for att géra gemensamma utvérderingar och vidareutveckling av
bedomningsgrunder mdjliga. Lansstyrelser har dven ombetts att kontrollera
att alla deras stationer finns i Miljodata MVM. Det har upptéckts att vissa
stationer saknas fast de borde varit inrapporterade och andra stationer har
lagts in fast det var inte planerat for dessa fran borjan. Havs- och
vattenmyndigheten har stott arbetet med att ldgga in éldre data, ett arbete
som fortfarande pagér. Det betyder att inte alla data har kunnat anvéndas
som underlag for denna rapport men att de kommer att kunna nyttjas i
framtiden. Institutionen for vatten och miljé (IVM-SLU) har utvecklat ett
system dar alla lokaler har fétt ett unikt stationsidentifikationsnummer, MD-
MVM Id, som gor det mdjligt att automatiskt koppla data frén flera
miljodvervakningsprogram sdsom vattenkemi och kiselalger. De flesta
kiselalgsstationer borde numera vara inrapporterade och kunde anvindas i
foreliggande rapport, med en sammanstéllning av deras kiselalgsdata,
vattenkemi, avrinningsomradets bakgrundsfakta och statusklassning.

Det slutliga datasetet, framtaget i januari 2021, bestér av 821 vattendrag och
35 sjoar dér bade vattenkemi och kiselalger har provtagits atminstone ett 4r.
For utvédrdering av trender anvindes de 177 vattendragslokaler som
provtagits sex ar eller mer under perioden 2000-2019. 41 av dessa ingar i det
nationella programmet “Trendvattendrag” med mer 4n 10 ar av
observationer och finns med i trendanalysen for ”Sveriges vattenmilj6” (se
nedan). Observera att samkorningen med data for avrinningsomrade och
statusklassning fortfarande méste goras manuellt och att det darfor inte &r
mojligt att snabbt utdka den sammanstillda databasen med nya stationer. Sa
dven om fler kiselalgsstationer med vattenkemiprovtagning har lagts till
Miljodata MVM sedan januari 2021 s& méste utvéirderingen av dem vénta till
nista genomgang.

En geografisk dversiktskarta av hur pavéxt-kiselalger som biologisk
kvalitetsfaktor anvénds for bedomning av den ekologiska statusen visar
tydligt att de flesta av Sveriges avrinningsomraden saknar bedomning genom
kiselalgsmetoden, dven om en imponerande del av Sverige ar tackt (Figur 1).
Vid informella diskussioner med ansvariga pa lansstyrelser har det
framkommit att alla data som finns inte ldggs in i VISS, mest pa grund av
tidsbrist. Ett test av ndgra utvalda stationer i Miljodata MVM, som inte
verkar finnas med pa kartan, bekréftade detta. Det &dr synd, eftersom VISS ar



ett bra verktyg att f4 en 6versikt om statusklassningar, riskbedomningar,
paverkanskéllor och atgérder. Data som inte ldggs in syns inte &ven om de
finns.

Ekologisk status biologiska kvalitetsfaktorer
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Figur 1. Bedomning av ekologisk status i avrinningsomraden med hjalp av den
biologiska kvalitetsfaktorn pavéaxt-kiselalger. Karta hamtad fran VISS
(Vatteninformationssystem Sverige) (november 2021).

Tidsserieanalyser av insamlade data

Institutionen for vatten och miljé vid Sveriges lantbruksuniversitet (IVM-
SLU) medverkar i samverkansprojektet ”Sveriges vattenmiljo”” som leds av
Havsmiljdinstitutet och som finansieras av Havs- och vattenmyndigheten
(HaV) och Naturvérdsverket (Sveriges vattenmiljo, 2021). Sveriges
vattenmiljo strévar efter en bredare anvindning av miljodvervakningsdata
och en mer heltdckande beskrivning av miljon. Malet ar att den breda
publiken ska kunna hitta aktuell information om tillstindet och trender i
Sveriges olika vattenmiljoer, fran kélla till hav. Informationen har olika grad



av fordjupning och kan sorteras efter miljotema eller geografiskt omrade.
Beskrivningarna baseras pa resultaten fran svensk akvatisk
miljodvervakning, bade nationell och regional. Sveriges vattenmilj6 ar dven
kopplat till VISS. Visionen éar att tillsammans med vetenskapliga rapporter
och samlad expertis ge en aktuell och nyanserad bild av miljétillstandet i
grundvatten, sjoar och vattendrag samt kust och dppet hav.

Trendanalysen i Sveriges vattenmiljo (”Vattentrender - Karta och grafer”,
filtrering for ”Bottenvegetation™) gors i samarbete med IVM-SLU, med en
speciell metod och endast pa data med observationer fran 10 ar eller mer.
Kiselalger lades in pd websidan under varen 2021, och arbetet med
fortydligande information om kiselalgsindex och fastsittande kiselalger i
sjoar och vattendrag som miljodvervakningsparameter dr pa gang, men har
dnnu inte publicerats. De resultat som visas just nu (Figur 2, Figur 3) dr en
forsta version. Dataunderlaget for kiselalger och vattenkemi ar hédmtat fran
den nationella databasen Miljodata MVM. Men eftersom statistiska
trendanalyser endast utfors for tidsserier med data fran minst 10 ar visas bara
den nationella miljodvervakningens 41 stationer. Malet &r att ldgga till fler
program framover. Trendanalyserna (Figur 2, Figur 3) visar att IPS och
ACID inte har foréndrats signifikant under de 10 senaste &ren for de flesta av
dessa stationer (metod: Mann-Kendalltest), samt att skillnaderna dr sma for
de enstaka stationer dér en signifikant forédndring faktiskt har skett. Enda
undantaget dr Helgaboan som har bytt surhetsklass frén mdttligt surt till ndra
neutralt.



Figur 2. Trender i kiselalgsindex IPS for stationer inom nationell miljéévervakning
(n=41 vattendrag, hamtad fran Sveriges vattenmiljé (november 2021).
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Figur 3. Trender i ACID fér stationer inom nationell miljdévervakning (n=41
vattendrag, hamtad fran Sveriges vattenmiljé (november 2021).

En mera komplett bild av trenderna av kiselalgsindexen IPS och ACID
skapades genom att anvianda de 177 vattendragslokalerna med data for sex ar
eller mer under perioden 2000-2019 (Figur 4). En enkel metod for att
berdkna tidstrenden som lutning under hela perioden (lineér regression)
anvéandes, ingen test for signifikans gjordes, sa resultaten ska tolkas med
forsiktighet. Fordelen med att visa alla resultat 4nda &r att det mojliggor en
visuell analys av alla trender pa Sveriges karta for att se ifall vissa regioner
har en tydlig gemensam trend.
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Figur 4. Trender 2000-2019 i kiselalgsindex IPS (t.v.) och ACID (t.h.) for stationer
inom nationell och regional miljdévervakningen. (n=177 vattendrag, data fran
Miljddata MVM). Bla: ingen férandring under tidsperioden 2000-2019 (A IPS eller
ACID -0.05-0.05), gul: negativ trend (A IPS -0.05-(-0.1), A ACID -0.05-(-0.15)), rod:
stark negativ trend (A IPS < -0.1, A ACID < -0.15): gron: positiv trend (A IPS > 0.05, A
ACID >0.05).

Kiselalgsindexet IPS som visar paverkan av narsalter och organiska
fororeningar ar ganska stabilt i de flesta analyserade vattendragen. Nagra
stationer har en uppat- eller nedatgaende trend och det verka finnas relativt
manga stationer med en positiv trend i s6dra halvan av Sverige. En 6kning
av IPS kan betyda bade en minskning av nérsalter och en forbéttring av
andra milj6faktorer eftersom IPS indikerar en allmén paverkan av vattnet.
Troligtvis kan den positiva IPS-trenden kopplas till trenden av minskad
fosforbelastning i svenska vatten (se t.ex. Folster, 2021; Sveriges
vattenmiljo, 2021). Det ér lite oklart varfor stationer sdrskilt i sodra halvan
av Sverige har en positiv IPS-trend eftersom fosforbelastningen minskar i
hela Sverige. Mgjligtvis ticker analyserna olika tidsramar.
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Aven surhetsindexet ACID visar dver lag en positiv trend i ménga
vattendrag i sddra halvan av Sverige (Figur 4). [ norra Sverige har i stéllet
manga vattendrag en nedatgidende trend (Figur 4). Trenden i ACID-6kning
under 2000-2019 i s6dra halvan av Sverige stimmer dverens med den
allménna trenden att sulfat har minskat och pH o6kat tydligt sedan
millennieskiftet. Det ar en trend som sérskilt géller sodra Sveriges vattendrag
och sjoar till f6ljd av den minskande sulfatdepositionen under 1990-talet
(Folster, 2021). Det finns ingen kénd motsatt kemisk trend i norra Sverige
som kiselalgerna verkar indikera. Jag undersokte ocksa ifall trenden mot
brunare vatten (“brunifieringen”) kanske skulle kunna férklara den negativa
ACID-trenden i norra Sverige, eftersom sléktet Funotia, som ofta drar ner
ACID-virden, oftare forekommer i bruna vatten dn vad andra sldkten gor
(Kahlert and Gottschalk, 2014). Brunifieringen har dock varit mycket storre 1
sodra Sverige 4n i norra (de Wit et al., 2016), vilket inte stodjer den
hypotesen. En ndrmare analys av kiselalgssamhillen i de vattendragen i norr
med nedatgdende ACID-trend visar att den relativa andelen av det
dominerade taxonet, kiselalgskomplexet Achnanthidium minutissimum,
minskar 1 genomsnitt, medan andelen av arten Tabellaria flocculosa, det
tredje viktigaste taxonet, 6kar. Det finns olika hypoteser om vilka faktorer
som leder till dominans av det ena eller andra taxonet, och mdjliga
kandidater &r bland annat storningsfrekvens samt nérings- och ljustillgang.
Det vore vildigt intressant att folja upp dessa trender och forsta orsaken. For
en detaljerad analys maste dock data finnas for alla dessa faktorer och varje
vattendrag, vilket ar inte fallet i nuldget. Observera dock att dessa
trendanalysresultat dr dn sa ldnge preliminéra, och darfor osékra.

Achnanthidium minutissimum (vanster) och Tabellaria flocculosa (hdger), tva vanliga
kiselalgstaxa som minskar, respektive okar, i vattendrag i norra Sveruge.
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Slutsatser databaser

De senaste drens anstrangningar av savél nationell dataviard SLU som
lansstyrelser och enskilda andra vattenforvaltare att 1dgga in alla
kiselalgsdata i Miljodata MVM verkar ha lett till en ganska komplett
datasamling av alla tagna kiselalgsprover i Sverige, &ven om det fortfarande
kompletteras och dldre data kvalitetssékras. Detta dr bra eftersom det
mojliggor storre analyser av hela Sverige. Dessutom tycker jag att bade
VISS och Sveriges vattenmiljo r vardefulla webbplatser som samlar och
tillgéngliggor data som finns i Miljodata MVM. VISS fokuserar pa att visa
tillstdnd och status, medan Sveriges vattenmiljo fokuserar pa trender. Genom
expertis som arbetar med dessa webbplatser gors miljodvervakningen i
Sverige bade offentlig och tillgdnglig. Dessutom kvalitetssdkras resultaten pa
bésta sétt.

Tyvérr finns inte alla framtagna data pa dessa webbplatser och anvéndaren
har ingen chans att forsta att urvalet hen ser inte ar fullstédndigt, eller varfor
och vilka data som fattas. Jag tycker fortsatta anstringningar bor goras for att
synliggora fler pavéxt-kiselalgsdata pa dessa webbplatser. Framfor allt borde
provtagningen i de langa tidsserierna fortsitta for att mojliggora béttre
tidsserieanalyser i Sveriges vattenmiljo, dar ar dataunderlaget sérskild klent,
och ménga provtagningar har redan lagts ner i brist pa finansiering. Till
exempel har provtagningen inom IKEU krympt (Integrerad
kalkningseffektuppf6ljning). Det vore verkligen intressant att kunna f6lja
trenden i de vattendrag i norra Sverige som visar en tydlig fordndring i
kiselalgsstruktur utan att en tydlig orsak kan hittas i nuldget. Kanske kan
klimatforédndringen spela en roll? Sist men inte minst dr dataunderlaget for
organismgruppen kiselalger liten i jimforelse med fisk, bottenfauna och
vaxtplankton. Kiselalgssamhéllet 4r minst lika artrikt som
vaxtplanktonsamhdllet och skulle kunna anvindas mycket mera vid
modellering av fordndringar i mangfald, till exempel i vattendrag dér
viaxtplankton inte kan anvéndas.

Kiselalger i sjoar

Kiselalgsmetoden och klassificeringssystemet for ekologisk status har
utvecklats for vattendrag. Under senare ar har det undersokts om och hur
metoden kan anvéndas dven i sjoar. Vi har i Sverige visat att samma metod
och klassificering kan anvindas i bade sjoar och vattendrag (Kahlert and
Gottschalk, 2014), och sedan 2018 4dr metoden fullt implementerad som
standardmetod i miljodvervakningen (Havs- och vattenmyndigheten, 2018).
Sedan ménga ér har véxtplankton varit den priméarproducent som har
studerats 1 sjoar. En generell styrka som pévéxt-kiselalgsmetoden har
gentemot véxtplankton dr att provtagningen &r enklare eftersom det inte
behodvs ndgon bat och att det rdcker med en insamling per ar.
Analyskostnaden for ett prov dr ungefiar densamma, men totalkostnader kan
ocksa bli mindre nér véxtplankton méste tas flera gdnger per ar for att
upptécka algblomningar, medan kiselalger alltid bara tas en géng per éar.
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Nackdelen med att bara analysera pavaxt-kiselalger ar att man inte far nagon
bild av eventuella algblomningar.

Denna rapport undersoker for forsta gangen hur bedémningsgrunderna for
kiselalger fungerar i svenska sjoar och var forbattringsbehov finns. For att fa
ett objektivt matt undersokte jag responsen av IPS-indexet enbart pa
totalfosfor eftersom det inte finns ndgra sammanstéllda data fér annan
paverkan som IPS kan indikera, fraimst organisk belastning.

35 sj6ar fanns inlagda i Miljodata MVM med data for bade kiselalger och
vattenkemi. Vi tog fram sjotyp ur VISS dér typindelningen foljer HVMS
2017:20 (Havs- och vattenmyndigheten, 2017) och omfattar fyra
ekoregioner, tre djupklasser, tva alkalinitetsklasser och tva fargklasser. For
varje station togs dven avrinningsomradets markanvandning fram. For
vattenkemi berdknades drsmedelvérden och i de fall det fanns data fran flera
ar valdes &r 2016 eller ndrmaste aret. [ de flesta fall togs vattenkemin samma
ar som kiselalgerna. I de fall dér olika &r har tagits valdes de aren som hade
minst tidsavstdnd mellan vattenkemi och kiselalgsprovtagning. Vi testade
dven hur ménga av sjoarna som kunde rdknas som referensvatten genom att
anvinda samma referensfilter som i tidigare undersékningar (Lindegarth et
al., 2016, Table 5.1), det vill sdga med andel jordbruksmark i
avrinningsomradet < 10%, < 1% artificiell markanvindning (t.ex. stadsmiljo,
végar, jarnvagar), och ingen forsurning. Bara 5 sjoar klassades som referens
med denna metod. Vi berdknade dven dvergddningen av sjdarna enligt
nuvarande beddmningsgrunder (Bedomningsgrunder for ytvattenforekomster
HVMEFS 2019:25, ekvation2 utan turbiditet) och det nya forslaget till
regressionsformel och klassning (Folster et al., 2021). Naringspaverkan
klassades sedan utifrdn kvoten mellan dessa referensviarden och uppmatta
vérden av totalfosfor.

Samband mellan IPS och totalfosfor i ekoregioner och sjotyper
IPS sjunker som forvéntat med totalfosforhalten (Figur 5) och f6ljer samma
responskurva (logaritmiskt samband) som hittats tidigare (Kahlert &
Gottschalk 2014). Sambandet dr dock svagare én i den tidigare studien, dér
fler sjoar ingick (n=100), vilka &ven var fordelade mera jaimnt 6ver hela
Sverige. Vi hittar ingen tydlig skillnad i IPS-respons mellan olika
ekoregioner och sjotyper (Figur 6) men dataunderlaget &r for tunt for en
sddan analys. Angdende ekotyper sa ligger hela 24 av de 35 sj0arna i region
1 (sddra Sverige), ingen i region 2, sju i region 3 (norra Sverige inland) och
tva i region 4 (fjéll). Hoga IPS-varden som indikerar hog ekologisk status
aterfanns i alla tre tillgéngliga ekoregioner (Figur 6). De undersokta sjoarna
tillhorde 12 olika av de potentiellt 48 sjotyperna. Typ MLK (medeldjup, 14g
alkalinitet, klar) i region 1 ar vanligast (7 sj0ar), nist vanligast & MLB
(medeldjup, lag alkalinitet, brun) i samma region (5 sjoar). P& grund av det
laga antalet sjoar i studien dr det inte meningsfullt att analysera skillnader 1
sambandet mellan IPS och totalfosforhalt mellan sjotyperna men bade hoga
IPS-virden (> 18,5) och l4ga (< 14) hittades i bada sjotyperna (Fig. 6).
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Figur 5. IPS mot totalfosforhalt (TP) i 35 svenska sjoar. Blatt: flexibel (smooth)
kurvanpassning, gront: logaritmisk kurvanpassning (IPS = 20 — 1,1*Log(PT pg/l), r2 =
0,34).
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Figur 6. IPS mot totalfosforhalt (TP) i 35 svenska sjoar indelade i sjétyper, som
inkluderar ekoregionerna (enligt HYMS 2017:20).
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Pilotprojekt i Stockholms lan

Merparten av de 35 sjdarna kom fréan ett pilotprojekt i Stockholms l4n. Jag
anvande deras vildokumenterade resultat for att leta efter orsaker till den
relativt stora variationen av IPS-responsen till totalfosforhalten (Figur 7).
Utforaren (Medins AB) har i sina rapporter foreslagit att detta kunde bero pa
att artsammanséttningen var lite annorlunda an for vattendrag (Sundberg,
2017a, b). Eftersom kiselalgsindex traditionellt har utvecklats och anvénts i
vattendrag har dir de flesta stora osidkerheter redan fatt uppmérksamhet och
pa nagot sitt blivit I16sta, medan detta arbete forst maste goras for sjoar.
Utforaren anmaérkte att dels var vissa arter svara att identifiera och darfor
identifierades de pa sléktesniva vilket ger nagot osikra vérden pé ekologi
och index. Vidare anmérktes att man borde undersoka ifall indexvarden for
vissa arter behdver revideras, arter som kan vara vanliga i sjdar men som
inte dr vanliga 1 vattendrag och darfor hittills inte fatt uppmérksambhet.

IPS vs. TotP

20 * |PS
— Smooth

IPS

WAan

TotP

Figur 7. Samband mellan IPS (1-20) och totalfosfor (ug/l) i Stockholms sjdar (6vre
panel) och hela landets sjdar (nedre panel), det senare inkluderar 14 av sjéarna fran
Ovre panel. (Linjen visar en utjamnad kurvanpassning” baserad pa flytande
medelvarde).

En genomgang av Stockholms léns kiselalgsrapporter och bakgrundsmaterial
visade utdver kiselalgsidentifieringen flera andra faktorer som borde
undersdkas ndrmare angdende deras inverkan pa IPS-responsen till
totalfosfor. Lokala faktorer, bade vattenkemi och fysikaliska storningar, men
ocksa kalkhalten skulle kunna vara orsaken till den observerade stora
variationen kring medelvérdet av IPS-responsen. Just kalkhalten har ndmnts
tidigare av flera ldnsstyrelser som mdojlig orsak till att klassningen av den
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ekologiska statusen inte stimde 6verens med deras analyser av
Overgddningen. Det dr nog ocksa av stor vikt att vélja en provtagningsplats
som &r representativ for hela sjon, framforallt ndr man jamfor med
kemiprovtagningen som oftast tas i sjons centrala del. Alternativt, om man ar
intresserad av vattenkvaliteten hos en viss lokal, att man da dven tar
vattenkemiprov pa samma stélle for att sdkerstdlla att man dven har kemidata
for lokalen. Det ar ju mojligt att det finns lokala skillnader beroende pa
paverkan. Badplatser till exempel, kan vara direkt oldmpliga som
provtagningslokal.

Vid en ndrmare granskning av de olika sjoar i Stockholms ldn fanns det vissa
dér den ekologiska statusklassningen med IPS stdmde bra dverens med den
kemiska klassningen av dvergddningen, och andra dér IPS-klassningen inte
matchade. Som tidigare ndmnd sé ska detta inte heller vara fallet fullt ut,
eftersom IPS inte bara speglar 6vergddning. Men frdgan uppstar 4ndé varfor
IPS i vissa sj0ar inte speglade den genomsnittlig férvéntade fosforhalten. Jag
har gatt igenom artsammanséttningen av dessa sjoar, jamfort med tidigare
undersokningar samt granskat kartmaterialet for att hitta mojliga
forklaringar. Jag kunde i de flesta fall inte hitta en forklaring i
artsammanséttningen. De arter som forekom i nadgot hogre tal, och ddrmed
hade storsta betydelse pa IPS-virdet, hade i de flesta fall inte en oséker
ekologi eller var svarbestimbara. Nér sddana arter &nda fanns vid en
provtagning ena aret sd fanns dock en annan artsammansittning ett annat ar
pa samma plats, utan arter med osiker ekologi, som bekriftade IPS-vérdet
som robust béda &r. Mgjligtvis var problemet provtagningsplatsen, som
kanske inte i alla fall var representativt for hela sjon, och darav inte speglade
vattenkemin, dir provet alltid togs i centrala delar av sjon. Det kan finnas
lokal paverkan som kiselalgerna reagerade pa. Till exempel har det visat sig
att det alltid finns flera/andra makrofytarter dér &n i resten av sjon (Eva
Herlitz, personligt meddelande), vilket tyder pa att badplatser, som anvindes
som provtagningslokaler i nigra av fallen, &r oldmpliga for kiselalger. I ett
annat fall fanns ett minikraftverk i narheten som reglerade nivan i sjon.

I ndgot fall si fanns det dock arter med osédker ekologi eller var
svarbestdmda, och dér indexvirden dérav troligtvis dr ndgot osdkert. En
osidkerhetsfaktor &r nog nér artkomplexet Achnanthidium minutissimum
dominerar. Denna komplexet har visat sig innehaller manga olika arter och
deras olika ekologiska preferenser &r fortfarande under utredning. Mgjligtvis
innehéller komplexet okédnda arter som inte passar vér indelning av
komplexet i olika grupper indelade efter medelbredd. Andra kandidater for
en narmare undersokning av ekologiska preferenser och taxonomin ar arter
inom sliaktena Encyonopsis, Staurosira, samt Aulacoseira ambigua och
taxonkomplexet Gomphonema pumilum.

En &terkommande kommentar for Stockholms sjoar var att de alla dr mer
eller mindre kalkrika och kan jdmf6ras med vatten pd Gotland. Det vore

angeldget att utvirdera sambandet mellan IPS och totalfosfor pa ett storre
dataurval ddr manga fler kalkrika vatten ingar &n nér IPS kalibrerades for
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Sverige. Da kunde man dven utreda ifall artspecifika indexvarden ska
revideras, eller om kalkrika vatten borde ha andra referens- och
troskelvérden.

Slutsatser sjometoden

Undersokningen visar att metoden for pavaxt-kiselalger som forvéintat visar
ungefar samma IPS-respons till totalfosforhalter i sjéar som i vattendrag, om
dn med ganska stor variation. Underlaget for undersékningen, 35 sjdar, var
dock litet och med en skev geografisk fordelning. En storre undersdkning
dér dven lokala forhéllanden ingér borde goras for att forstd om sambandet
mellan IPS och néringsdmnen &r annorlunda i sjoar i kalkrika omraden, eller
om andra faktorer som lokal vattenkemi eller storningar, eller osdkra
taxonomiska analyser och indexvérden dr orsaken till det simre sambandet
dn vad man hittar i vattendrag. For en sddan undersokning kréivs inte bara
vilfyllda och digitalt inmatade och sammanstéllda lokalprotokoll, vilket
tyvérr inte ingar i dagens datavirdskap. Utan det behovs dven en vilja fran
vattenforvaltare i hela landet att bidra med provtagningar i sjoar fran hela
landet, en bedrift som méste uppmuntras med finansiering. En mdjlighet ér
att knyta kiselalgsprovtagning till redan existerade provtagning av andra
organismer, vilket skulle sdnka provtagningskostnaderna rejélt.
Kiselalgstaxa vars ekologi i sjoar borde undersokas narmare ar framfor allt
A. minutissimum, Psammothidium oblongella och arter inom sldktena
Encyonopsis och Eunotia.
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eDNA-teknik for kiselalgsanalys

Vad ar eDNA-metoder?

eDNA kommer fran engelskans “environmental DNA”, och kan verséttas
till ”milj6-DNA” pa svenska. Begreppet ”eDNA” beskriver den cocktail av
olika organismers “’genetiska material som erhélls direkt fran miljéprover
(vatten, mark, luft etc.) utan nagra uppenbara tecken pa biologiskt
kallmaterial” (definition enligt Taberlet et al. (2012)). eDNA ar alltsa en
blandning av bade dott material (som urin, avforing, slem, fiskfjall eller fritt
flytande DNA) och levande mikroorganismer (som alger, bakterier eller
smékryp), och kan tas som vattenprov (som innehaller 1aga koncentrationer
eDNA) eller som t.ex. sediment- eller biofilmprov (med vanligtvis hogre
eDNA-koncentration).

2003 publicerades nyckelstudien som anvénder en del av DNA, en sa kallad
markor, for att identifiera arter molekylart, detta kallas for streckkodning, pa
engelska barcoding (Hebert et al., 2003). Sedan dess har metoden utvecklats
snabbt, och gor det fortfarande. Man skiljer i princip mellan tva metoder:
Man kan anvénda en enda artspecifik markor for att soka efter en specifik
malart, eller s analyserar man alla streckkoder av en organismgrupp (t.ex.
fisk) 1 ett prov for att f4 gruppens artsammanséttning, sé kallad
metabarcoding. Den storsta fordelen med den forsta metoden ar att den
vanligtvis &r mera kénslig, och dven kan goras kvantitativt, medan den andra
metoden dr mindre kéinslig for att upptécka enskilda arter och bara ér
semikvantitativ. A andra sidan kan den metoden uppticka manga arter pi en
gang.

Metoden gar till sa att man forst extraherar all DNA ur provet, och sedan
faster en sa kallad primer, en kort enkelstrédngad DNA-sekvens, som primer-
par precis innan och precis efter markdren for att bestimma att just detta
avsnitt ska multipliceras (= amplifieras) med en teknik som heter PCR
(Polymerase chain reaction. En metod som anvénder temperatur och
enzymer i repeterbara cykler for att masskopiera specifika delar av DNA).
Eftersom man inte anvénder all DNA for identifiering, utan bara korta och
helst artspecifika avsnitt, markorer, dr urvalet av dessa essentiellt:
Markdrerna ska helst vara artspecifika, alltsa skilja mellan arter och dérfor
vara variabla, men & andra sidan maste primers ockséd kunna fésta vid dem
for att de alls ska kunna anvéndas, vilket krdver att det finns ganska
konservativa, alltsd lika, DNA-avsnitt precis fore och efter markéren. Denna
ekvation &r inte helt l4tt att fa ihop, och dr orsaken till att det idag finns
ganska manga markorer, och dven primers, att vilja emellan. Vanligtvis
maste man vilja mellan metoder som kan hitta manga taxa samtidigt, men
till kostnad av en sdmre separation mellan arter (generella primers/metoder),
och metoder som har battre upplosning mellan arter, men dér 4 andra sidan
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manga taxa inte alls hittas eftersom primerparen inte faster vid deras
markorer. Olika markorer och primers skiljer alltsa olika bra mellan arter
och det ar darfor mycket viktigt att ange vilken metod som anvints vid en
eDNA-studie. Efter PCR bereds proverna for sekvensering, vilket idag
vanligtvis gors pé en pool av flera prover samtidigt fér en snabbare analys.

Resultaten fran sekvenseringen maste forst rensas for att fa fram en
kvalitetsgranskad lista av markorsekvenser, vilka i sin tur sedan kan matchas
mot referenssekvenser fran databaser for att fa fram artnamn. Hela den
processen kallas ocksa bioinformatik-pipeline, en serie av algoritmer for att
sortera korrektsekvenserade markdrer till de olika proverna inom en pool,
och for att i fram artnamn. Aven dessa pipelines och de anvinda
referensdatabaserna har ett stort inflytande pé resultaten, alltsa artlistorna, sa
det dr mycket viktigt att ange vilken pipeline och vilken referensdatabas
samt vilka versioner av dessa, som har anvéints vid en undersokning for att
kunna forsté vilka steg som har tagits for att né slutresultatet.

Den foreliggande rapporten fokuserar pa denna identifiering av arter genom
(meta)barcoding. Det finns i dagsléget en uppsjo av andra molekyléra
metoder, och méanga fler &r under utveckling, men en beskrivning av alla
skulle sprédnga ramarna for denna rapport. Streckkodning &r i nuldget den
metod som har utvecklats ldngst for att identifiera arter, genom att utveckla
och testa fungerande DNA-markorer och primers, genom att fylla pa med
referenssekvenser i referensdatabaser, genom att utveckla bioinformatik-
pipelines, och pé senare tid d4ven genom analyser om metodernas osékerhet,
t.ex. av olika provtagningsmetoder och -strategier. Molekyldra metoder kan
dock anvéndas for mycket mer 4n bara artidentifiering. Man kan t.ex.
utveckla bedomningssystem helt utan artnamn eller leta efter funktionella
gener. Man kan leta efter genetisk variation inom och mellan populationer
och éven skilja ut individer. Men eftersom rapportens fokus ligger pa art-
och habitatdirektivet ar det identifiering av den biologiska mangfalden som
ar fokus, och dér ar streckkodning den molekyldra metod som i det ndrmaste
har kommit att bli en rutinmetod.

eDNA i miljoovervakning av sjoar och vattendrag

For att uppfylla kraven inom vattendirektivet (WFD) har mycket
utvecklingsarbete av eDNA-metoder for akvatisk miljoovervakning utforts
inom ramen for COST-projektet DNAqua-Net CA15219 (Leese et al., 2016).
Syftet med WFD ar att uppna god ekologisk status i bland annat vattendrag
och sjoar. WFD baseras pa idén att en god ekologisk status betyder att
vattenlevande organismer &r relativt ostérda av ménniskans paverkan, och
for att analysera detta kraiver WFD att vissa taxonomiska organismgrupper
(fisk, makroinvertebrater, makrofyter, pavéxtalger och véxtplankton) ska
overvakas (European Parliament and Council, 2000). En uppsjé av metoder
har utvecklats och interkalibrerats inom Europa for att méta detta krav, och
dessa metoder ér alla baserade pé forekomst och/eller abundans av utvalda
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taxonomiska grupper (Birk et al., 2012). Om man utgér fran idén att eDNA i
princip bara ska ersitta morfologisk identifiering av akvatiska taxa med en
molekylér identifiering dr huvudfragan hur jamforbara de resulterande
artlistorna dr. Man behover identifiera orsaker till skillnaderna samt
eliminera dem om man ska kunna anvénda sig av befintliga index och
beddmningar. Eftersom streckkodningens essens fran borjan ir just att
identifiera arter har mycket arbete redan lagts ner for att utveckla metoder
som hittar specifika arter, samt att jimfora morfologisk med molekylér
artidentifiering inom metabarcoding. Resultaten av dessa jamforelsestudier
beror dels pa organismgrupp i fraga, dels pa utvecklingen av tekniken
(Bohman, 2018; Pawlowski et al., 2018). Fisk har pekats ut som en sarskilt
lamplig organismgrupp att anvinda eDNA-tekniken for, eftersom eDNA kan
ersitta dyra och dodande metoder och det dessutom finns ganska
fullsténdiga referensdatabaser (Hering et al., 2018). Den frdmsta nackdelen
ar att eDNA-tekniken inte aterger fiskabundans, s& man méste anpassa index
till enbart forekomstdata. Fiskalder kan inte heller mitas med eDNA. Aven
kiselalger och makroinvertebrater har pekats ut som lampliga for eDNA-
metoder. Hir dr fradmsta utmaningen att komplettera referensdatabaser samt
eventuellt anpassa index (Hering et al., 2018). Kiselalgsindex har dock visat
god Overenstimmelse mellan eDNA och morfologiska data (Pawlowski et
al., 2018). For plankton &r identifiering till art en stdrre utmaning eftersom
plankton innehaller ménga olika taxonomiska grupper, och manga index &r
dessutom baserade pé abundans, vilket inte bara betyder att manga fler
referensbibliotek méste kompletteras och index anpassas, utan att det dven &r
osikert vilken eDNA-analys som ska anvindas, det vill sdga pa vilken
taxonomisk niva for att uppné bésta resultat (Hering et al., 2018). For
makrofyter verkar eDNA-metoder vara oldmpliga (Hering et al., 2018).

Sjdlva idén med att inféra eDNA i miljodvervakning baseras pa antagandet
att dessa metoder dr snabbare, kostnadseffektivare, genererar béttre
jdmforbarhet av resultat mellan olika studier och ppnar nya mojligheter for
miljoovervakning till exempel genom att identifiera taxa dér det tidigare inte
varit mojligt (Hering et al., 2018; Leese et al., 2016). Att vidareutveckla
nuvarande metoder involverar dock politiska fragor utdver de praktiska, t.ex.
om det alls &r mojligt att anpassa vattendirektivets krav till eDNA-resultat,
eller hur jaimforbara eventuellt nya index och beddmningar dr med de redan
interkalibrerade metoderna inom Europa, och hur en europeisk
interkalibrering av nya eDNA-metoder skulle ga till (Hering et al., 2018;
Pawlowski et al., 2018). Denna option innehéller dessutom den mera
filosofiska fragan ifall det ar viktigt eller nddvandigt att man kommer fram
till artnamn, eller om man kan noja sig med en lista av siffror som
representerar olika taxa utan att man vet deras specifika namn
(kombinationer av listor med artnamn och siffra for okdnda sekvenser,
kanske identifierad till en hogre hierarki, ar séklart mojliga). Det ar
potentiellt enklare att inféra eDNA for miljodvervakning dar metoderna
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annu inte dr etablerade, men det krdver i stéllet mera utvecklingsinsatser
eftersom allting maste goéras fran grunden.

Aven i Sverige dr manga parallella aktiviteter pa ging for att testa och
utvirdera eDNA-metoder for miljodvervakningen, men det &r inte latt att fa
en Overblick dver vad som pagér eller har rapporterats. Det dr en fordel om
det finns plattformar dar 6ppet kunskapsutbyte kan ske sa att tiden for
misstag minimeras och méjligheten att 14ra sig fran andra projekt
maximeras. Till exempel ger Bohmans (2018) rapport en bra 6verblick over
mojligheter att spara fisk, kraftor och musslor i sétvatten med hjilp av
vattenprover, och den skrevs just for att sprida kunskap om eDNA, med ett
pilotprojekt om dessa organismer. Hovmdller et al. (2017) redovisar
resultaten fran ett utredningsuppdrag finansierat av Naturvéardsverket
géllande forutséttningarna for DNA-streckkodning av svensk fauna och flora
inom miljodvervakning. Rapporten har fokus pé uppbyggande av
referensbibliotek genom anvindning av organismmaterial som finns sparat
pa museer. Nitverket Swebol (SweBOL, n.d.) skulle kunna koordinera
nationella initiativ nér det géller DNA-streckkodning och olika
tillimpningar, och fokuserar i nuldget pa informationsspridning om
potentialen i DNA-streckkoder for att inspirera till anvindning av dessa.
Mycket praktiskt arbete att organisera workshops dér
informationsspridningen och mdten mellan forskare och forvaltare samt
anvéindare inom miljodvervakningen kan ske har gjorts av EDNA, ett 6ppet
forum dér forskare och avnédmare kan diskutera hur metoderna kan anvéndas
inom miljodvervakning och forskning, med fokus pé fordelarna av
samarbete (EDNA, 2019). Konkreta eDNA-projekt finansieras under
perioden 2019-2021 av Naturvardsverket, atta forskningsprojekt pagar som
ska bidra till att utveckla DNA-metoder som kan anvéndas inom den
nationella miljodvervakningen (Naturvardsverket 2020b). Bland annat ar
flera universitet, foretag och institutioner som Naturhistoriska riksmuseet
och SMHI aktiva i projekten. Aven Havs- och vattenmyndigheten ér
involverat i denna satsning. Oversikten som HaV presenterar om eDNA
(Havs- och Vattenmyndigheten, 2019) visar att intresset framst ligger pa
overvakningsmetoder for frimmande arter. En stor nordisk konferens
organiserades 2020 av Naturvardsverket och Havs- och vattenmyndigheten
med malet att utbyta information om pégiende satsningar inom eDNA for
miljodvervakning inom de nordiska ldnderna (Naturvérdsverket 2020a).
Nésta workshop dér forskare och anvindarna kan ldra av varandra &r redan
planerad inom ramen for avslutningskonferensen av DNAqua-net. Fler
projekt och dven rapporter som ska hjélpa till att praktiskt komma nirmare
malet om harmoniserade metoder och rutiner &r pa géng, se dven avsnitt
”eDNA-metoder for olika organismgrupper — padgaende utvecklingsarbete”.
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eDNA-metoder for olika organismgrupper — pagaende
utvecklingsarbete

Kiselalger

For organismgruppen kiselalger finns ett informellt europeiskt samarbete
mellan flera forskargrupper som strévar efter att utveckla en enda
harmoniserad metod for anvéndning av eDNA i akvatisk miljodvervakning,
och Sverige r ett av de medverkande landerna som bidrar med utveckling
av metoden for sotvatten med Maria Kahlert som aktor. Ingen svensk marin
kiselalgsforskare inom eDNA-forskning medverkar, varken i detta arbete
eller i COST-nétverket DNAqua-Net. Forskargruppen efterstrévar ett tétt
samarbete med myndigheterna och miljodvervakarna, och att metoden ska
vara sa praktisk och kostnadseffektiv som mojligt.

Provtagning

I denna anda har vi enats om att anvinda oss av den viletablerade CEN-
standarden for provtagning av kiselalger som redan existerar, 4r mycket
beprévad och anvénds i de flesta europeiska ldnderna (CEN, 2014). Vi har
begért att fa standarden anpassad sa den dven inkluderar eDNA-provtagning,
och kommer att hjélpa till som nationella CEN-experter med
omformuleringen. Dessutom kommer vi att inkludera resultat fran ett
pagéende projekt som testar om standardkonserveringsmedlet alkohol &r
lampligt d&ven for eDNA-provtagning. Sverige dr med i projektet, och ett
nordiskt prov (fran Finland) ar del av studien. De forsta resultaten visar att
andra konserveringsmetoder dr béttre for att bevara DNA 4n alkohol, men att
DNA-degraderingen &r forsumbar nér alkohol med en hég koncentration
anvands och provet inte sparas lingre dn tre manader (Anges Bouchez, pers.
med.). Tidigare projekt i flera linder, bland annat Sverige (Bailet et al.,
2019), har dock redan visat att méngden och kvaliteten av DNA i ett
rutinméssigt taget prov ar tillracklig for att streckkodning ska kunna utforas
med bra resultat (Pawlowski et al., 2018), &ven om det d4r mojligt att
mingden och kvaliteten av DNA kan vara dnnu béttre med andra
konserveringsmetoder.

Arbetsflode i laboratoriet (fran raprovet till sekvenser)

DNA -extraktion

DNA-extraktion frén kiselalgsprover kan goras med manga olika metoder,
och det finns test om vilka som fungerar bést eller &r kostnadseffektivast.
Svaret dr inte helt sjdlvklart, och extraktionsmetoderna har visat sig ha
betydelse for resultaten av artlistorna (Vasselon et al., 2017). For Sveriges
del bor det 6vervégas att alltid anvénda en metod som é&r anpassad for
forekomst av humusdmnen eftersom humusdmnen ar vanliga i svenska
vatten och de stor DNA-extraktionen och PCR nér andra extraktionsmetoder
anvénds.

— 25—



Markorer & PCR

Kiselalgssamarbetsgruppen har enats om att arbeta parallellt med tva olika
DNA-markérer for streckkodning: rbcL, som finns i kloroplasten och
mitokondriernas 18S. Dessa markdrer har visat sig kunna separera
sOtvattnets fastsittande kiselalger som anvands i miljoévervakning pé artniva
(Kermarrec et al., 2013; Zimmermann et al., 2011). I arbetet med att
komplettera referensdatabaser tas oftast hela rbcL-sekvensen pa 1440 bp
(baspar) fram. For 18S (~1800 bp) har dock pé senare tid ofta bara V4
regionen (~400 bp) tagits fram, eftersom det &r den regionen som anvénds i
metabarcodinganalyser. For rbcL anvinds inte heller hela sekvensen, utan
bara en markor som dr av ungeféir samma ldngd som V4 i 18S. Metoden har
utvecklats parallellt i Frankrike och i1 Storbritannien, men metoderna ar inte
ar helt jamforbara eftersom ldnderna anvénder olika primers som féster pa
lite olika stdllen. Det pagér en diskussion om att enas om den franska
markdren och de tre primerpar som anvénds for att fa fram det bésta
resultatet av denna. Schweiz, som &r ett av de lianderna som har kommit
langst, har nyligen gatt 6ver till denna metod eftersom deras nationella
jamforelse visade att de resultaten blev battre (J. Pawlowski, pers. med.).
Flera europeiska lédnder har dessutom anvént lite olika sétt att analysera
(kemikalier, PCR-instillningar mm.), och i nuldget pagar ett europeiskt
ringtest for att testa vilken av alla anvédnda primers och laboratoriemetoder
som ger det bésta resultatet. Sverige deltar i ringtestet. Parallellt med detta
arbete pagar anstrangningar for att upprétta en CEN-standard, alternativt en
teknisk rapport for att fa till en harmoniserad beskrivning av
laboratoriemetoden. Som underlag for detta arbete, som leds av Frankrike,
har en sammanfattning av resultat och erfarenheter gjorts. Tyvérr har
Corona-pandemin fordrojt arbetet och publiceringen é&r inte klar.

Sekvensering

I nuldget ar standardsekvenseringsinstrumentet for kiselalger Illuminas
MiSeq, men dven HiSeq-metoden har bdrjat anvéndas. Proverna som &r
resultaten fran PCR maste forst forberedas och poolas for sekvensering, detta
kallas att bygga bibliotek. Aven for detta finns olika metoder. De flesta
forskargrupper sekvenserar inte lédngre sjilva utan skickar i vdg resultaten
frdn PCR-analyserna till externa sekvenseringslaboratorier. I samband med
att nya sekvenseringstekniker tas fram &ndras dven mojligheter for
sekvenseringen. Man kan till exempel med en ny teknik fran PacBio
Sciences sekvensera langre fragment 4n med Illuminas tekniker, bland annat
hela rbcL-markdren och inte bara en kortare del. Detta 6kar mojligheten att
skilja mellan arter men metoden &r dnnu inte tillrackligt fardigutvecklad for
kiselalger for att den ska kunna tas i bruk i streckkodningssyfte.
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Arbetsflode bioinformatik (fran sekvenser till artlistor)

Referensbibliotek

Komplettering av referensbibliotek for kiselalger pagar, bland annat inom
FRESHBAR, ett av de atta nationella streckkodningsprojekt som stods av
NV och Havs- och vattenmyndigheten (Kahlert, 2020). FRESHBAR har som
langsiktigt mal att frimja implementering av metoden for nationell
miljodvervakning. Framtagna referenssekvenser kommer att ldggas till i
referensdatabasen Diat.barcode som den europeiska kiselalgsarbetsgruppen
har enats om att samarbeta kring (=kurera, kvalitetssékra) (Rimet et al.,
2019). Referensbibliotek som innehaller artnamn och tillhériga sekvenser ar
bara sa bra som artidentifieringen varit nér arten infogades i biblioteket,
darfor dr det mycket viktigt att kiselalgsforskare med kunskap om taxonomi
samarbetar for att kurera en databas, sa att artnamn stimmer. Férutom att det
finns manga problematiska taxakomplex dér identifieringen &r komplicerad,
pagar tvé parallella revideringar av kiselalgstaxonomin: En diar museer gar
igenom gamla preparat och beskrivningar och korrigerar artnamn (déatidens
mikroskop och metoder for artbeskrivningar matchar inte dagens standard,
och ger upphov till manga svartolkade artbeskrivningar), och en dir man
anvinder DNA for att upptécka helt nya taxonomiska samband mellan arter
och slékten som tidigare varit okénda, och ocksa ofta leder till nya och
reviderade arter. Tyvirr samarbetar dessa tva forskargrupper inte alltid,
vilket ger upphov till nya osdkerheter och diskussioner inom
kiselalgstaxonomin. Darfor har vi i den europeiska forskargruppen enats om
att utveckla Diat.barcode. Till att borja med fokuserar vi pé rbcL-markoren,
och ger varje sekvens ett s& korrekt och uppdaterat namn som mojligt med
dagens kunskap och med fokus pa att kunna anvinda referensdatabasen i
miljoovervakningens syfte. Vi har valt att starta med en egen referensdatabas
eftersom andra redan etablerade databaser inte dr anpassade for kiselalger,
och inte heller &r kurerade, eller dir vér idé av en Oppen, enkel och praktisk
kurering inte har varit mgjlig. Vi r medvetna om att det inte alltid gar att
sdrskilja arter med den korta versionen av rbcL-markdren, och i detta fall far
bestdllaren av en matchningsanalys flera artnamn som urval. Vi har en
forhoppning om att PacBio-tekniken kommer att gora det mojligt att
anvinda hela rbcL-sekvenserna i metabarcodingen, och ddrmed kunna skilja
mellan de flesta kiselalgsarterna.

Bioinformatik arbetsfloden, och fran artlistor till index

Flera forskargrupper har utvecklat pipelines, och tyvirr s paverkar valet av
pipeline dven slutresultatet, dvs. artlistorna (Bailet et al. 2019). Det &r inte
heller mojligt att utan vidare anvénda alla pipelines med vilken
referensdatabas som helst, utan de ir oftast anpassade till en egen
referensdatabas. For anvdndning av Diat.barcode har ett open source-skript
(serie av algoritmer) publicerats baserat pa open source-mjukvarupaket
Mothur (Rimet, 2020), som i nuldget haller pa att uppdateras till open
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source-mjukvarupaketet DADA2 (Callahan et al., 2016). Hittills har den
mesta forskningen dgnats at att dterskapa artlistor och anvédnda dem i redan
existerade index (Pawlowski et al., 2018). I Schweiz pagar anstrangningar
for att utveckla ett system dir man arbetar helt utan artnamn, och i stéllet
anvinder maskininldrning (artificiell intelligens) for att kalibrera anonyma
kiselalgssekvenser till miljodata, t.ex. nérsaltshalt i vattnet. Slutresultatet ar
en ekologisk statusklassning.

eDNA-metod Kkiselalger— fortsatt arbete

Sammanfattningsvis dr harmonisering och standardisering av provtagning,
laboratorie- och bioinformatikfldden, samt kurering av referenser pagéende,
och Sverige borde i mdjligaste man fortsétta att delta i dessa aktiviteter for
att sdkerstélla att svenska behov tdcks. Det finns dven forslag om hur
kiselalgsresultat skulle kunna anvéindas vid beddmning av mindre
vattendrag. Det som fattas idag for att kunna anvinda eDNA frin kiselalger i
Overvakningen rutinméissigt dr 4 ena sidan referensstreckkoder for manga
arter som ar typiska i ndringsfattiga respektive sura vatten, alternativt
metoder som ger okénda streckkoder ett taxonomiskt samband (sé att de
identifieras till ett taxon med ként indexvérde) eller kalibrerar dem till
miljovariabler (sé att de far ett direkt indexvirde) for att kunna anvdnda dem
i stdllet. Sverige har borjat stodja detta arbete genom projektet FRESHBAR,
genom ett samarbete med andra lander inom Diat.barcode, och d4ven genom
att testa en metod som ger okénda streckkoder ett taxonomiskt samband
(Keck et al., 2018). Detta arbete borde fortsétta.

A andra sidan ir dagens infrastruktur for DNA-extraktion, PCR,
sekvensering och bioinformatik inte anpassad till att mota krav fran
miljoovervakningen. Miljodvervakning har ndmligen ingen prioritet i de
existerande strukturerna, utan skulle komma att stéllas i ko precis som alla
andra prover, och 1 virsta fall bli nedprioriterade nir prover av exempelvis
humanmedicinska skil prioriteras upp politiskt (som i dagens
Coronapandemi-tester for viruset). Ett ofta forbisett problem ar att stora
datorkapaciteter krévs for bioinformatiken, men dagens datorkluster &r inte
anpassade for miljoovervakningen. Dessutom saknas ett system diar DNA-
data, och DNA-prover sparas rutinméssigt i databaser och provbanker.
Sjdlva artlistorna kraver inte mycket datakapacitet, men radata gor det,
eftersom dessa kan innehalla massor med ofiltrerade sekvenser. Raprover for
eDNA-analyser av kiselalger kraver plats, och dessutom ventilerade
utrymmen eftersom konserveringsmedlet ar etanol. Det finns studier pd géng
som testar att spara proverna pa annat sitt, t.ex. genom torkning, men detta
kraver behandling av raproverna vilket kostar pengar.
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