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Mot tillférlitlig bedomning av livsduglighet hos motstandskraftiga livsstadier av ryggradsldsa djur i barlastvatten

Forord

I denna rapport redovisas resultaten fran projektet Mot tillforlitlig bedomning av
livsduglighet hos motstandskraftiga livsstadier av ryggradsldsa djur i barlastvatten.

Genom denna satsning ville Naturvardsverket och Havs- och vattenmyndigheten,
i samverkan med Formas och Trafikverket, starka forskningen om bekdmpning
och hantering av invasiva frimmande arter. Syftet var att ta fram ny kunskap om
hur dessa arter kan hanteras samt att utveckla nya eller foérbittrade metoder for att
forhindra, begransa och kontrollera deras introduktion och spridning i den naturliga
miljén. Utlysningen var sirskilt inriktad mot invasiva frimmande landvixter och
invasiva frimmande vattenlevande djur.

Projektet har finansierats med medel fran Naturvardsverkets miljéforsknings-
anslag och Formas.

Rapporten har férfattats av Elena Gorokhova, Rehab El-Shehawy,

Sandra Luecke-Johansson och Elina Viinamaéki vid Stockholms universitet
samt av Pia Haecky och Nick Blackburn vid MicroWISE.

Rapporten har granskats av Matthias Obst, Goteborgs universitet, med avseende
pa vetenskaplig kvalitet, och av Fredrik Lindgren, Havs- och vattenmyndigheten,
med avseende pa praktisk relevans.

Forfattarna ansvarar fér rapportens innehall.

Stockholm, maj 2026

Marie Uhrwing
Avdelningschef, Avdelningen fér samordning, regeringsuppdrag
och internationellt samarbete
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Ordlista och forkortningar

Term/forkortning

Forklaring

amiktiska dgg

ATP

autofluorescens

BWMC

CMD

D-2

diapauseigg

dodcellsfargdmne

ephippium
fluorofor

FTIR

HELCOM

holoplankton

hogpassfilter

ICES

IMO

integument

jonkanal

kitin

kitinas

Agg hos rotatorier som utvecklas utan befruktning och normalt
ger upphov till honor.

Adenosintrifosfat. En energibidrare i levande celler. ATP anvinds
som ett indirekt matt pa biologisk aktivitet.

Naturlig fluorescens fran organismer eller provmaterial utan
tillsatt firgdmne.

Ballast Water Management Convention. Internationell
konvention om hantering av fartygs barlastvatten och sediment.

Compliance Monitoring Device. Utrustning som anvands for att
kontrollera om barlastvatten uppfyller regelverkets krav.

Den regel i barlastvattenkonventionen som anger hogsta tillaitna
mangd livskraftiga organismer i utslappt barlastvatten.

Vildgg som befinner sig i ett utvecklingsstopp och kan éverleva
lange under ogynnsamma forhallanden.

Fargdmne som framst tas upp av doda eller skadade celler och
darfor anvdnds for att pavisa icke livskraftigt material.

Skyddande struktur hos vissa hinnkraftor som omsluter vilagg.
Amne som kan avge fluorescens.

Fouriertransformerad infrardd spektroskopi. Metod som anvinds
for att undersdka kemisk sammanséttning och struktur i material.

Helsingforskommissionen. Internationellt samarbete for skydd
av Ostersjéns marina miljo.

Organismer som lever hela sitt liv som plankton.
Optiskt filter som sldpper igenom ljus 6ver en viss grins.

International Council for the Exploration of the Sea.
Internationellt vetenskapligt samarbete kring hav och
marina resurser.

Internationella sjofartsorganisationen. FN-organ med ansvar for
internationella regler for sjofart.

Yttre skyddande holje eller skal kring ett dgg, embryo eller annan
organism.

Protein i cellens yttre grans som sldpper igenom vissa jonetr.

Starkt biologiskt material som bland annat finns i skal och
skyddande strukturer hos minga ryggradslosa djur.

Enzym som bryter ned Kkitin.
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Term/forkortning Forklaring

LC50 Den niva av en behandling eller exponering dar 50 procent av
de testade organismerna dor.

LED Lysdiod. Anvinds som ljuskélla vid optisk analys och vissa
behandlingar.

meroplankton Organismer som bara lever en del av sitt liv som plankton,
ofta under larvstadiet.

MFA Motility and Fluorescence Assay. Metod som kombinerar
registrering av rorelse och fluorescensanalys.

miktiska dgg Agg hos rotatorier som ingér i den sexuella delen av livscykeln.
Om de befruktas kan de utvecklas till vilagg.

mikrovagsbehandling Behandling med korta pulser av mikrovagor for att paverka
strukturen i ett prov.

NRU Neutral Red Uptake. Metod dir neutralrott anvands for att
bedoma cellers forméga att ta upp och behalla firgimnet.

PBS Phosphate-buffered saline. Buffrad saltlésning som anvands
vid laboratoriearbete.

permeabilitet Genomtranglighet. Anger hur litt Amnen kan passera genom
ett material eller holje.

proxyvariabel Indirekt matt som anvéands for att uppskatta nigot som inte
mats direkt.

quiescent Vilande tillstdnd med 1ag aktivitet, men inte nddvandigtvis
full diapause.

RLU Relative Luminescence Units. Relativt métt pa ljusstyrkaien
bioluminiscensanalys.

ROI Region of Interest. Utvalt omrade i en bild som analyseras sirsKkilt.

sonikering Behandling med ultraljud for att piverka material eller biologiska
strukturer.

subitanigg Agg som utvecklas direkt utan lingre viloperiod.

veligerlarv Tidigt larvstadium hos musslor och andra blétdjur.

vitalt firgimne Fargdmne som anvands for att pavisa levande eller biologiskt

aktiva celler.
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Sammanfattning

Utslapp av barlastvatten dr en viktig spridningsvag for invasiva vattenlevande arter
globalt och medfor betydande ekologiska och ekonomiska risker. For att minska
denna risk har den internationella barlastvattenkonventionen inforts. Inom ramen
for konventionen stéller regel D-2 tydliga krav p4 hur manga livskraftiga organismer
som far féorekomma i barlastvatten vid utslidpp. Att kontrollera efterlevnaden av
dessa krav dr dock tekniskt krdvande, sdrskilt nir det géller att bedoma livskraften
hos icke-rorliga livsstadier, sdsom evertebratigg, bottenlevande larver och vilstadier.

Detta hogriskprojekt med stor potential syftade till att utveckla en tillf6rlitlig
och generellt anvdndbar metod for livkraftsanalyser av arter med olika typer av
agg och dggskal. Projektet visade emellertid, trots omfattande insatser, att det inte
ar realistiskt att nd en universellt tillimpbar metod med den ansats som provades.
De stora skillnaderna mellan olika dggskals uppbyggnad och den ldga metaboliska
aktiviteten hos méanga icke-rorliga livsstadier innebar grundliggande begréns-
ningar for de tekniker som undersoktes.

Aven om projektet inte resulterade i en metod som fungerar brett for alla arter
och livsstadier, gav det viktiga resultat for vissa organismgrupper. Projektet visade
att nagra av de testade metoderna kan anvidndas for att beddma livskraften hos
specifika grupper, exempelvis hoppkréftor och mussellarver. Samtidigt tydliggjorde
resultaten de metodologiska hinder som finns for att utveckla en generellt tillamp-
bar metod for icke-rorliga livsstadier. Att systematiskt identifiera badde mojligheter
och begriansningar ar i sig ett viktigt bidrag, eftersom det ger bittre forutsattningar
for fortsatt metodutveckling och for mer riktade 16sningar anpassade till olika
organismgruppetr.

Rapporten sammanfattar de viktigaste erfarenheterna fran projektet, belyser
begrédnsningarna i dagens metoder fér bedomning av livskraft och pekar pa méjlig-
heterna med mer riktade angreppssitt som anpassas till specifika arter eller livs-
stadier. Pa sa sitt bidrar resultaten till en fordjupad forstielse av de utmaningar
som dr kopplade till hantering av barlastvatten och till utvecklingen av metoder for
tillsyn och regeluppfoljning. Aven om nagon generell 16sning inte kunde presenteras
innebdir resultaten ett viktigt steg mot béttre regulatorisk praxis och minskad
ekologisk risk vid utslapp av barlastvatten.

1
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Summary

The discharge of ballast water serves as a critical vector for the global spread of
aquatic invasive species, presenting ecological and economic challenges. The Inter-
national Convention for the Control and Management of Ships’ Ballast Water and
Sediments (BWMC) was established to mitigate this risk by regulating ballast water
treatment. Regulation D-2 under the BWMC sets strict limits on the concentration
of viable organisms in ballast water at discharge. While compliance with these
standards is essential, it presents significant technical challenges, particularly for
the viability assessment of non-motile life stages such as invertebrate eggs, benthic
larvae, and dormant stages.

This high-risk, high-gain project aimed to develop a reliable and universally
applicable method for viability analysis across diverse species and egg morphologies.
However, despite extensive efforts, the project revealed that achieving such a universal
method with the proposed approach is unfeasible. The complexity of the diverse
integuments and low metabolic activity of non-motile life stages posed insur-
mountable challenges for the techniques explored.

While a universally suitable method was not achieved, the project provided
valuable insights into the methodological barriers and highlighted critical areas for
further exploration. Documenting these challenges is an essential contribution to
the field, as it helps refine future approaches and directs efforts toward more feasible
solutions.

This report captures the lessons learned, the limitations of current viability
assessment methods, and the potential for targeted methodologies that focus on
specific life stages or species. By doing so, it advances the understanding of ballast
water management challenges and informs the development of compliance tools.
These findings, while not delivering a universal solution, represent a significant step
toward improving regulatory practices and mitigating the ecological risks of ballast
water discharge.

12
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1. Inledning

Introduktion av invasiva frimmande arter i akvatiska miljoer till f6ljd av manskliga
aktiviteter, sirskilt genom utsldpp av barlastvatten, dr en av de mest angeldgna
utmaningarna for akvatiska ekosystem globalt (Bailey, 2015). Dessa arter transport-
eras mellan varldens havs- och sétvattensystem, dér de kan péverka den inhemska
biologiska mangfalden, forindra naringsvéavar och ge upphov till betydande
ekonomiska kostnader genom effekter pa fiske, vattenbruk och infrastruktur
(Crespo m.fl., 2017). Fragan har uppméarksammats som ett allvarligt miljohot och
har lett till internationella atgdrder inom Internationella sjéfartsorganisationen
(IMO), som verkar for att minska dessa risker genom reglering av utslapp av livs-
kraftiga organismer i barlastvatten. Att uppfylla IMO:s nuvarande krav dr dock
fortfarande en stor utmaning pa grund av de komplexa biologiska egenskaperna
hos de organismer som forekommer i barlastvatten, sarskilt icke-rorliga livsstadier
hos ryggradslosa djur, vilka uppvisar en pataglig motstandskraft mot traditionella
metoder for livskraftsbeddémning och behandlingsprotokoll (Bradie m.fl., 2018).

Barlastvattensbehandling Filtrering

Storlek : >
: - <10#/mL - : - <10#/m3 ~
10 ym 50 um

Figur 1. Exempel pa dgg- och embryonala stadier hos ryggradslésa djur som ofta forekommer
i barlasttankar och aterfinns bade i storleksfraktionen 10-50 um och i fraktionen > 50 pm.

1:rotatoriedgg (fastade vid honan), 2: hoppkraftagg, 3: mussellarv (veliger), 4: rakcysta, 5: vilagg
fran fiskkrokshinnkréfta och 6: ephippium fran hinnkréafta. Vid typisk behandling av barlast-
vatten avlagsnas storre partiklar i ett forsta filtreringssteg. Filtreringens effektivitet forsamras
dock ofta vid hog turbiditet, och manga organismer som &r > 50 pm passerar darfér genom
filtren. Notera de komplexa integumentstrukturerna, som bade 6kar dessa livsformers
motstandskraft och férsvarar livskraftsbedémningen.

Ryggradsldsa djur hor till de viktigaste organismgrupperna som transporteras via
barlastvatten, vilket innehéller biologiskt material som fartyg tar in och senare
sldpper ut. Detta material omfattar ofta bakterier, alger och olika djur, sdsom agg,
cystor och larver av ryggradsldsa djur. Nir dessa organismer introduceras i nya
miljéer kan de orsaka betydande ekologiska problem. Det ir sirskilt anmérknings-
virt att sex av de tio mest oonskade invasiva arter som identifierats av IMO &r
ryggradslosa djur. De flesta ryggradslosa djur har likartade livscykler som vanligtvis
omfattar planktoniska stadier sisom 4gg, larver eller vilstadier, och hos 85 % av de
bottenlevande arterna ingér ett pelagiskt larvstadium. Dessa planktoniska stadier
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ar tillrackligt sma for att passera genom fartygens intagspumpar for barlastvatten
och ir samtidigt evolutionirt anpassade till att 6verleva under ogynnsamma
forhallanden (figur 1).

1.1 Barlastvatten som spridningsvig for
invasiva frimmande arter

Utslidpp av barlastvatten ir en central tgird for att stabilisera fartyg under resa.
Samtidigt innebir denna process att vattenlevande organismer oavsiktligt flyttas
mellan olika ekosystem, vilket underléttar introduktion av arter som kan paverka
lokal biologisk mangfald, ekonomi och folkhélsa negativt. For att mota dessa risker
antog IMO 2004 barlastvattenkonventionen (Ballast Water Management Convention,
BWMOC), som syftar till att minska de ekologiska riskerna med barlastvatten genom
att stilla lAngtgdende krav pa behandling och utslapp, sarskilt genom regel D-2.
Denna regel anger specifika grdnsvirden for livskraftiga organismer i utslappt
barlastvatten (Drake m.fl., 2014): hogst 10 livskraftiga organismer per kubikmeter
for organismer med en storlek pa = 50 um och hogst 10 livskraftiga organismer per
milliliter for organismer i storleksintervallet 10-50 pm (figur 1). Det dr emellertid
forenat med betydande svarigheter att tillimpa dessa krav inom hamnstatskontrollen
(Port State Control, PSC), sérskilt nér det giller beddmning av organismers livskraft
(First m.fl., 2022).

1.2 Hamnstatskontroll

Hamnstatskontrollens foérfaranden fér hantering av barlastvatten syftar till att
verifiera att fartyg foljer internationella regelverk, sirskilt regel D-2 i barlastvatten-
konventionen (BWM Convention), som anger gransviarden for koncentrationen av
livskraftiga organismer i utslappt barlastvatten. Denna verifiering bygger pa snabb
analys av prover, som maste kunna genomforas inom nagra fa timmar. For detta
dndamal anvands certifierade protokoll och utrustning for efterlevnadskontroll
(Compliance Monitoring Devices, CMD), sdsom BallastWISE (Microwise, Danmark),
Ballast-Check 2 (Turner Designs, USA) och Bleta-QUA ATP (LuminUltra, Kanada),
for att pavisa och kvantifiera livskraftiga organismer. Det kvarstar dock tekniska
utmaningar nér livskraft ska bedomas under faltférhallanden och for en stor varia-
tion av organismer. Utifran utvirderingar av vanligt forekommande CMD-system
framstar BallastWISE som ett av de mest lovande systemen for hamnstatskontroll
av barlastvatten (Romero-Martinez m.fl. 2024). Till skillnad frdn metoder som
bygger pa biomassabaserade proxyvariabler ger systemet bade bildbaserad och
fluorescensbaserad information, vilket gor det sarskilt val lampat for att bedéma
infargning av specifika objekt, sisom agg.
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1.3 BallastWISE-instrumentet och dess
detektionsprinciper

BallastWISE-systemet utgor ett betydande steg framat for kontroll av efterlevnaden
av regel D-2, genom att kombinera analys av rorelse och fluorescens (Motility and
Fluorescence Assay, MFA) for att uppskatta forekomsten av levande organismer

i storleksfraktionerna 10—-50 pm och > 50 pm med hjilp av bildanalys. Systemet
registrerar rorelse for att identifiera aktiva organismer och anvinder fluorescens-
analys for autotrofa organismer eller organismer som maérkts med specifika fluor-
escerande prober. Systemets flexibilitet gor att det dven skulle kunna anvandas for
att identifiera livskraftiga 4gg, bottenlevande larver och vilstadier, vilket gor det
till ett mangsidigt verktyg for barlastvattenhantering inom de storskaliga analys-
metoder som krivs vid hamnstatskontroll.

1.31 Instrumentets egenskaper och analysprincip

BallastWISE-systemet bygger pA MFA-metoden (Motility and Fluorescence Assay)
(Blackburn m.fl., 2022; Holmstrup m.fl., 2020). Det optiska systemet bestar av

en kamera, ett objektiv, lysdioder (LED) och en optisk kammare (figur 2). Denna
uppstillning mojliggdr detektion och avbildning av organismer genom att utnyttja
autofluorescens hos Kklorofyllinnehallande plankton samt riktad fluorescens-
infargning.

Kamera
Objektiv

Langpassfilter

590 nm
Ljus pilll I -
: q Vitt ljus
(420 nm) - v :
e «=|--, &_,_:D LED
Matkammare
o Cell med klorofyllinnehall o Cell eller partikel utan klorofyll

Figur 2. Bildanalys och rérelsedetektering av enskilda organismer anvénds for att bestdmma
antalet rorliga organismer genom videoanalys samt antalet organismer som uppvisar aktiv
fluorescens (excitation: 420 nm; hégpassfilter: 590 nm).

Storleken pa varje organism mats och bearbetas med sérskilt utvecklad programvara.

Klorofyll a i enskilda celler detekteras genom att ljuskillan vaxlas till en vaglangd
pa 420 nm, vilket stimulerar fluorescens. Ett hogpassfilter p4 590 nm ir placerat
framfor kameran for att sdkerstélla att endast fluorescensemissioner registreras
av sensorn, vilket gér det mojligt att avbilda fluorescensintensitet pa pixelniva.
Koncentrationen av livskraftiga plankton beridknas darefter genom direkt partikel-
rdkning, baserad pa en jamforelse mellan autofluorescensintensitet och storlek
(Blackburn m.fl., 2022).
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14 Nuvarande metoder for beddomning
av livskraft

I samband med analys av 4ggs livskraft avser livskraft ett 4ggs eller en cystas
formaga att utvecklas vidare till ett livsdugligt embryo, vilket innebér att det har den
fysiologiska integritet och metaboliska aktivitet som krévs for normal utveckling. De
metoder som i dag anvands for att beddma livskraft hos organismer i barlastvatten
kan i stora drag delas in i detaljerade analyser och indikativa analyser, vilka har olika
anvidndningsomraden och begransningar.

Detaljerade analyser, exempelvis mikroskopi, bygger pa direkt observation av
organismer for att identifiera tecken pa liv, sdsom rorelse eller bibehéallen celluldr
integritet. Nagra centrala metoder ér:

« Mikroskopisk observation av rorelse: effektiv for rorliga stadier men olamplig
for icke-rorliga 4gg och cystor.

» Infirgning med fluoroforer: livskraftsindikatorer som fluoresceindiacetat
(FDA) och 5-klormetylfluoresceindiacetat (CMFDA) anvénds for att beddma
membranintegritet, men fungerar daligt nar skyddande héljen dr ogenomtriang-
liga.

+ Cellnedbrytningsanalyser: livskraft bedoms indirekt genom analys av ned-
brytningsprodukter, men metoden har 1ag specificitet for icke-rorliga stadier.

Dessa metoder ger hég precision men dr tidskrdvande och resursintensiva samt
forutsitter bade expertkunskap och specialiserad utrustning. Det begrdnsar deras
anviandbarhet vid rutinmaissig kontroll av efterlevnad inom hamnstatskontroll.

Indikativa analyser ger snabbare bedomningar av livskraft. De dr utvecklade for
anvindning i filt men innebér ofta en avvigning dar snabbhet uppnas pa bekostnad
av noggrannhet. Vanliga metoder r:

« Fluorometri: anvinds for att méta fotosyntetisk aktivitet eller fluorescens-
intensitet som indirekta méatt pa livskraft och ar framfor allt anvindbar for
vaxtplankton.

+ ATP-baserade analyser: adenosintrifosfat anvinds som proxy for cellulir
energi och biomassa. Metoden dr snabb men mindre tillforlitlig for vilande
stadier eller stadier med 14g metabolisk aktivitet.

» Flodescytometri: mojliggoér automatiserad detektion av infirgade organismer
men ir Rostsam och medfor risk for felklassificering, sdrskilt fér organismer som
inte ar sfiriska eller som forekommer i aggregat, som till exempel dggsickar.

Trots sina fordelar fingar indikativa metoder ofta inte de sirskilda utmaningar som
ar forknippade med icke-rorliga livsstadier. Det kan leda till falskt negativa resultat
eller underskattning av férekomsten av livskraftiga populationer.

1.5 Icke-rorliga livsstadier: egenskaper och
utmaningar vid bedomning av livskraft

Icke-rorliga livsstadier, sdsom vildgg, cystor och vilande larver, har stor betydelse
for vattenlevande ryggradsldsa djurs 6verlevnad och spridning. Dessa stadier
forekommer brett inom olika fylogenetiska grupper och geografiska omraden och
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ar vanliga i savil planktoniska som bottenlevande samhéllen. Ur ett evolutionért
perspektiv har de, sdrskilt hos bottenlevande organismer, utvecklats som en strategi
for att kolonisera nya miljoer och klara ogynnsamma férhéllanden, sdsom extrema
temperaturer, variationer i salthalt och syrebrist.

Vilstadier forekommer hos i stort sett alla storre grupper av planktoniska och
bottenlevande ryggradsldsa djur, daribland:

Rotatorier: deras miktiska (producerar haploida dgg) och amiktiska (producerar
diploida dgg) d4gg omges av komplexa skyddande héljen.

HoppKkraftor: manga arter producerar quiescenta agg eller diapausedgg med
avancerad ytornamentering, vilket underlittar 6verlevnad i sediment.

Galfotingar: viligg, ofta inneslutna i ephippier eller cystor, uppvisar en
anmirkningsvird motstindskraft mot uttorkning och extrema temperaturer.

Musslor: larver sdsom veligerlarver har skal uppbyggda av organiska och
oorganiska lager som skyddar mot miljorelaterad stress.

Geografiskt aterfinns dessa stadier i manga olika miljoer — frin polaromraden,
dar de 6verlever frysning, till tropiska vatten, dir de til sisongsvis uttorkning.
Vilstadier kan ocksé finnas kvar i sediment under mycket lang tid, ofta i &rtionden,
och bildar ddrmed en form av frobank som gor det mojligt fér populationer att ater-
etableras nar forhallandena ater blir gynnsamma. Denna allminna férekomst och
stora motstindskraft férsvarar bade deras beddmning och kontroll i barlastvatten,
eftersom icke-rorliga stadier kan forbli oupptéckta trots att de fortfarande ar livs-
kraftiga (Holmstrup m.fl., 2020).

Vilstadiernas talighet och ldga metabola aktivitet innebér ytterligare utmaningar
for livskraftsbeddmning, eftersom traditionella indikatorer, sdsom enzymaktivitet
eller ATP-mitningar, ofta fungerar diligt. Dartill forhindrar de skyddande
integumenten att infirgningsimnen tranger igenom skal och héljen. Sammantaget
innebdir detta att det krdvs hogt specialiserade metoder for att kunna bedéma
dessa stadier inom ramen for kontroll av barlastvatten.

1.6 Kunskapsluckor och projektets mal

Avsaknaden av metoder for att bedéma livskraften hos icke-rorliga livsstadier pekar
pi en tydlig kunskapslucka inom barlastvattenhantering. Den stora mangfalden i
planktonsamhaéllen, inklusive bide holoplankton (organismer som lever hela sitt liv
som plankton) och meroplankton (bottenlevande arter som forekommer i vatten-
massan under larvutvecklingen), gor att det behdvs metoder som dr anpassade till
de sirskilda egenskaperna hos icke-rorliga stadier.

Projektet VIABLEGG initierades for att méta dessa kunskapsbehov genom att:

« undersoka befintliga och utveckla nya infargningsprotokoll som kan trdnga
igenom skyddande integument,

» anpassa automatiserade detektionssystem, sdsom BallastWISE, sa att 4ven icke-
rorliga stadier kan inkluderas, och

« genomfora validering i laboratorie- och faltstudier.

Denna rapport ger en 6versikt éver projektets resultat och dokumenterar bade de
utmaningar som identifierats och de insikter som genererats. Genom att fokusera
pa metodologiska hinder for efterlevnadskontroll bidrar projektet till att utveckla
arbetet med barlastvattenhantering.
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2. Material och metoder

For att hantera de utmaningar som dr forknippade med att beddéma livskraften hos
icke-rorliga livsstadier genomforde vi en serie experimentella studier. Huvudfokus
l4g pa att testa och validera infargningsprotokoll anpassade till olika grupper

av ryggradslosa djur med varierande integumentmorfologi. De mest lovande
kombinationerna av kemiska, enzymatiska och fluorescensbaserade protokoll som
etablerades i laboratoriet anvdndes direfter vid filtvalidering med behandlade
och naturliga planktonprov (tabell 1). Mélet var att integrera dessa protokoll i
hogkapacitetsbaserade automatiserade arbetsfloden, med BallastWISE som test-
system, for att ta fram praktiskt anviandbara 16sningar f6r hamnstatskontroll.

Arbetet omfattade darfor foljande huvuddelar:
« urval av mélorganismetr,
» utveckling av infirgningsprotokoll,

« kontrollerade exponeringsexperiment for att generera 4gg och embryon med
olika livskraftstatus, det vill sdga kontroll respektive avdddade prover, och

» féltvalidering.

Var och en av dessa delar beskrivs ndrmare nedan.

2.1 Val av arter och forsoksmaterial

Representativa arter av ryggradslosa djur valdes ut utifrin deras relevans for trans-
port med barlastvatten och deras integumentmorfologi (Guerrero-Jiménez m.fl.,
2020), vilket innebar olika grad av svarighet vid infirgning (tabell 2). De utvalda taxa
omfattar ett brett spektrum av integumenttyper, frin mycket motstadndskraftiga
vildgg hos bladfotingar, sisom ephippier och cystor, till mer permeabla och meta-
boliskt aktiva former, exempelvis embryon hos vitmérlor. Ddrmed speglar de den
variation av icke-rOrliga livsstadier som kan transporteras med barlastvatten.

Rotatoriedgg uppvisar stor variation i bade integumentets sammanséttning och
morfologi. Amiktiska dgg utvecklas partenogenetiskt, medan miktiska dgg utvecklas
till hanar om de inte befruktas eller till vildgg om de befruktas (Serra m.fl., 2019).
Aggen kan ha tunna eller tjocka skal, och vildggen har flerskiktade strukturer som
mojliggdr 6verlevnad under extrema férhallanden. Aggen omges av integument dér
de yttre lagren ar rika pa sklerotiserade proteiner och glykosaminoglykaner, vilket
bildar en barridr som star emot enzymatisk nedbrytning och kemisk penetration.
Hos vissa arter omges dggen dessutom av geléartade holjen, vilket ytterligare 6kar
deras motstandskraft. De inre, lipidrika lagren bidrar till 14g permeabilitet, vilket gor
att vanliga infirgningsdmnen inte fungerar utan féorbehandling. Dessa egenskaper
beddmdes kriva forbehandlingsprotokoll, exempelvis enzymatisk eller kemisk
mjukgoring, for att mojliggdra penetrering av firgimnen.

Hoppkriftigg har en specialiserad biokemisk sammanséattning. Subitanigg
omges av slita, tunna membran som huvudsakligen bestar av Kitin och proteiner,
vilket mojliggdr snabb utveckling men ger begriansat skydd mot miljostress. Vilagg
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har daremot tjocka, flerskiktade integument som &r rika pa strukturproteiner, lipider
och polysackarider, vilket ger hog motstandskraft mot temperaturvariationet,
forandringar i salthalt och kemisk stress (Couch m.fl., 2001). Dessa strukturer gor
viliggen motstandskraftiga mot infirgning. Vissa vildgg har dessutom taggar eller
annan ornamentering som ytterligare kan forsvara upptag av fairgaimnen. Denna
biokemiska komplexitet understryker behovet av anpassade infargningsprotokoll.

Agg hos hinnkriftor, inklusive onychopoder ssom Cercopagis och Bythotrephes,
har ocksa integumentanpassningar som paverkar mojligheten till infirgning.
Subitanigg har tunna holjen som &r rika pa glykoproteiner och lipoproteiner och
darfor ar relativt Iatt genomtriangliga for fargdimnen. Vildgg dr ddremot inneslutna
i ett flerskiktat, Kitinést ephippium berikat med trehalos, vilket ger motstandskraft
mot olika typer av stress (Dodson och Frey, 2001). Tillsammans med en hydrofob
matris och glykoproteiner forsvarar detta fargdmnenas penetration.

Hos musslors veligerlarver har integumentet komplexa biokemiska egenskaper
(Wanninger och Wollesen, 2019). Epiteliet bestér av ett enda lager epidermalceller,
cilierade celler och mukocyter, som producerar en matris av proteiner och glyko-
proteiner som stodjer slemproduktion for partikelupptag och rorelse. Tillsammans
med mikrovillikanten och beldggningar av mukopolysackarider kan detta begriansa
permeabiliteten for fargdmnen. Larvskalet, som huvudsakligen bestar av flexibla
proteiner snarare dn kalciumkarbonat, fungerar som en semipermeabel barridr
och paverkar didrmed upptaget av fargamnen. Dessa egenskaper talar for behovet
av protokoll optimerade for proteinrika, slemtickta ytor. Det bor ocksa noteras att
simmande veligerlarver exponeras mer for infirgningsmediet nér infirgningen sker
i flytande medium dér larverna kan rora sig fritt med halvoppna skal.

Embryon hos vitmérlor som utvecklas i marsupiet skyddas av ett specialiserat
integument bestdende av tvd huvudlager med skilda biokemiska och strukturella
egenskaper. Det yttre koriet (iggmembranet) utgor ett tunt, transparent och protein-
rikt holje som ger ett initialt skydd men gar sénder d& embryot 6kar i storlek efter
gastrulationen. Det inre vitellinmembranet &r en flerskiktad struktur sammansatt
av glykoproteiner och lipider och kvarstar under hela utvecklingen, samtidigt som
det mojliggor gasutbyte och transport av niring fran marsupievétskan (Browne m.fl.,
2005). Dessa semipermeabla och transparenta lager moéjliggdr infirgning utan behov
av forbehandling.

ForsOksmaterialet inom projektet utgjordes i stor utstrackning av kulturer, men
kompletterades vid behov med filtinsamlat material. Planktonh&var med olika
maskvidd, fran 25 till 300 um, anvindes for att samla in rotatorier, hoppkriftor,
hinnkriftor och veligerlarver frdn vattenmassan i marina miljoer, sdésom Himmer-
fjirden, Brunnsviken och Askdéomradet, samt i s6tvattenmiljoer, frimst Méalaren.
Faltlokalerna valdes utifrdn hog férekomst av arterna, ofta med stdd av lokala 6ver-
vakningsdata. Embryon av vitmérlor erhélls vanligen genom dissektion av gravida
honor som samlats in frdn sedimentbottnar med bottensldde.
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2.2 Metoder for att identifiera livskraftiga
organismer

Analys av livskraft bygger bade pa metoder som inte 4r beroende av att fairgdmnen
tringer in i organismen och p4 infirgningsbaserade metoder. Bdda typerna av
metoder var relevanta i detta arbete, och nedan ges en kort 6versikt dver kunskaps-
laget inom omradet.

2.21 Metoder utan infargning

Metoder for livskraftsbeddmning utan infirgning bygger pa olika biologiska, bio-
kemiska eller fysikaliska indikatorer. Dessa metoder kan i stora drag delas in i flera
huvudtyper.

Direkt observation av rorelse. En av de enklaste metoderna for att bedéma
livskraft (Holmstrup m.fl., 2020) ir att utgd fran forekomst eller franvaro av rorelse,
dir utebliven rorelse kan tyda pé att organismen inte ar livskraftig. Metoden ar
sarskilt anvandbar for storre, rorliga organismer, sdsom djurplankton och vissa
larvstadier hos ryggradslosa djur, dir rorelse dr 1att att observera. Fordelarna ar
att metoden dr enkel och snabb, krdver minimal utrustning och ger omedelbar
kvalitativ information om organismernas tillstdnd. Den dr diremot inte tilldmplig
pa icke-rorliga livsstadier, sdsom 4gg och vilcystor.

Anvéndning i VIABLEGG

| BallastWISE-instrumentet anvands rorelse som primart kriterium for att
beddma livskraft hos djurplankton i barlastvatten. Instrumentet registrerar
rérelsemonster i realtid.

Morfologisk bedomning. Morfologiska bedomningar bygger pa mikroskopisk
granskning av fysiska strukturer for att dra slutsatser om livskraft. Friska 4gg uppvisar
vanligtvis intakta och vilavgransade strukturer, och egenskaper som membranets
integritet och cellernas organisation ar ofta kopplade till livskraft (Zirbel m.fl., 2007).
Metoden ar vardefull for att identifiera avvikelser eller deformiteter som kan tyda
pa nedsatt livskraft, men dess anvdndbarhet dr begrinsad eftersom den 4r subjektiv
och inte ger entydiga, kvantitativa uppgifter om huruvida en organism faktiskt ir
levande. Morfologiskt intakta 4gg kan dessutom sakna funktionell livskraft. Morfo-
logiska observationer kan darfor fungera som komplement till andra metoder, men
ar inte tillrdckliga som fristdende indikatorer.
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Tabell 1. Oversikt dver projektets metodik, malorganismer och genomférda tester.

Delmoment

Innehall

Syfte/genomférande

Val av arter och
fors6ksmaterial

Rotatorier (Brachionus spp.), hoppkréftor (Acartia tonsa, Nitocra spinipes),
musslor (Mytilus spp.), vitméarlor (Pontoporeia femorata, Hyalella azteca)
samt bladfotingar (Daphnia magna, Artemia salina, Cercopagis pengoi)

Arterna valdes utifran 4ggmorfologi, ekologisk relevans, férekomst
i barlastvatten samt representativitet fér holo- och meroplankton

Férstksmaterial

Stamkulturer, laboratorieodlingar samt kompletterande faltmaterial frén
Malaren och Ostersjon

Att fa tillgang till bade valdefinierat forsoksmaterial och naturligt
féorekommande organismer

Litteraturgenomgang

Genomgang av vitala fargdmnen och dédcellsfargamnenfor ryggradslésa
djur, med fokus pa 4gg och embryon

Att identifiera ldmpliga fargdmnen och befintliga protokoll
for livskraftsbedémning

Permeabilisering av
integument

Kemiska, enzymatiska och fysiska férbehandlingar

Att forbattra fargdmnenas penetration genom skyddande integument

Val av fargdmnen

Sjutton fargamnen valdes ut for vidare prévning

Att utvardera specificitet, kénslighet och lamplighet for olika
organismgrupper

Laboratorietester

Fluorescensmikroskopi och bildanalys

Att optimera infargningsprotokoll for olika typer av integument

Framstallning av
material med kand
livskraftstatus

UV-behandling, UV + TiO2, varmechock och osmotisk chock

Att ta fram positiva och negativa kontroller fér metodutvardering

Féltvalidering

Behandlade planktonprov och naturliga planktonsamhallen

Att préva metodernas anvéndbarhet under mer realistiska férhallanden

Jamforelse mellan
metoder

Jamforelse mellan BallastWISE och mikroskopibaserade metoder

Att beddoma metodernas kanslighet, specificitet och praktiska
anvandbarhet

Tabell 2. Oversikt dver integumentens morfologi och sammanséttning samt utmaningar vid infargning fér utvalda taxa.

Taxon Integument: lager och sammansattning Viktiga egenskaper och utmaningar

Rotatorier Yttre lager av glykoproteiner, sklerotiserade proteiner och Kutikula och geléartade héljen runt 4ggen ger motstandskraft mot fysisk skada och
glykosaminoglykaner; mellanlager av kitinliknande polymerer enzymatisk nedbrytning. Integumentet ar svargenomtrangligt och ofta icke-transparent

Hoppkraftor | Kitinbaserade aggsackar fasta vid honan; yttre skal av kitin och | Aggen sitter kvar pa honan, vilket underlattar identifiering. Permeabiliteten kan variera

proteiner med ornamentering; mellanlager av proteinmatris;
inre lager av lipoproteiner och polysackarider

beroende pa dggsackens tjocklek. Den robusta strukturen och ytmoénstringen, till exempel
taggar eller asar, férsvarar infargning. Quiescenta stadier har lag metabolisk aktivitet

Bladfotingar

Yttre holje av kiselliknande material och kitin; mellanlager av
hydrofoba féreningar och proteiner;inre lipidrika membrane

Mycket hog motstandskraft mot fysisk och kemisk stress. Strukturerna &ar anpassade for
langvarig 6verlevnad i sediment och kraver ofta en kombination av mekanisk och kemisk
behandling for att bli permeabla

Veligerlarver

Yttre forkalkat skal av kalciumkarbonat; organisk matris i

Det yttre skalet ger ett starkt skydd mot miljostress. Kombinationen av férkalkade och

(musslor) mantellagret; ett lager epitelceller organiska lager forsvarar infargning. Slemproduktion kan ytterligare begransa fargdmnenas
penetration

Embryon av Yttre korion av proteiner; vitellinmembran rikt pa lipider och Hog metabolisk aktivitet och tydlig fysiologisk respons. Inga sarskilda svarigheter forvantas

vitmarlor polysackarider vid livskraftsbedémning
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Anvandning i VIABLEGG

Morfologisk bedémning anvédndes som en oberoende metod foér att analysera
livskraft hos embryon av vitméarlor. Bedémningen fokuserade pa morfologiska
avvikelser under embryoutvecklingen, sdasom onormal segmentering, deformiteter
i extremiteter eller nedsatt membranintegritet, vilka samtliga indikerar letala
utfall (Sundelin och Eriksson, 1998). Embryona extraherades fran marsupiet och
klassificerades med stereomikroskop som antingen normala (= livskraftiga) eller
missbildade (icke livskraftiga). Genom att analysera strukturella missbildningar

i kombination med infargningsmetoder kunde vi validera infargningsprotokollens
effektivitet.

Klickningsframgang. Klickningsfors6k innebér att man under kontrollerade
forh&llanden foljer 4ggs eller cystors forméga att utvecklas och klickas till rorliga
juvenila stadier, vilket ger ett direkt matt pa livskraft (Briski m.fl., 2013; Gorokhova,
2010). En direkt koppling mellan klickningsgrad och infargningsgrad, eller farg-
intensitet, ger ett matt pa infargningens traffsikerhet. Metoden har dock begrins-
ningar, eftersom det kan ta dagar eller veckor innan kldckning kan observeras.
Dessutom kan inte alla arter eller dggtyper klickas effektivt, eftersom de kan krdva
specifika miljoforhéllanden eller en nddvandig viloperiod. Metoden kan darfor
underskatta livskraften hos vildgg och andra vilstadier.

Anvandning i VIABLEGG

Klackningsfors6k anvédndes som en oberoende metod for att bedéma livskraften
hos rotatorier, Artemia och hoppkréftor, i syfte att utvardera infargningens
effektivitet. Aggen inkuberades kullvis under kontrollerade férhallanden, inklusive
temperatur, salthalt och ljusregim (tabell 3), och féljdes dagligen med stereo-
mikroskop for att registrera klackning. Infargning utférdes pa en separat kull fére
inkubering, och klackningsframgangen jamfordes darefter med resultaten fran
infargningen for att berdkna infargningseffektiviteten. Med denna metod saker-
stallde vi att andelen infargade organismer motsvarade andelen som klacktes
framgangsrikt.

Miitning av metabolisk aktivitet. Metabolisk aktivitet kan anvandas for att
bed6ma organismers tillstdnd genom biokemiska indikatorer, sarskilt genom
maitning av metaboliter sdsom adenosintrifosfat (ATP). ATP &r cellernas centrala
energibirare, och dess forekomst indikerar att cellerna ar funktionellt aktiva.
Bioluminiscensbaserade analyser med kommersiellt tillgingliga kit som innehaller
luciferas kan kvantifiera &ven laga ATP-nivier och ger dirmed ett snabbt méatt pa
livskraft (Van Slooten m.fl., 2015). Alla 4gg har dock inte nddvandigtvis métbara
ATP-nivéer (Casas-Monroy m.fl., 2023). Andra biokemiska analyser kan bygga pa
matning av specifik enzymaktivitet eller forekomst av metabola nedbrytnings-
produkter, men dessa métt Korrelerar inte alltid direkt med livskraft, eftersom
vissa enzymer kan forbli aktiva dven i stressade eller icke livskraftiga celler, vilket
forsvérar tolkningen (Kumar och Ghosh, 2019).
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Anvandning i VIABLEGG

En bioluminiscensbaserad ATP-analys, dar luciferaskatalyserad oxidation av
luciferin anvdnds som matt pa ATP-koncentration, anvandes tillsammans med
infargnings- och klackningsforsok (tabell 3) for att bedéma den metaboliska
aktiviteten hos agg fran rotatorier och hoppkraftor. Metoden testades dven pa
ephippier fran hinnkraftor, embryon av vitmarlor och veligerlarver av blamussla.

Proverna preparerades genom att dggen lyserades for att frigora intracellulart ATP
(rotatorier och hoppkraftor: 10 4gg per prov; hinnkraftor: 1 ephippium eller diapaus-
agg per prov; vitmarlor och veligerlarver: 1 embryo respektive 1veliger per prov).
ATP-koncentrationerna (pg ATP/mL) bestdmdes med det kommersiellt tillgangliga
B-QUA-kitet (LuminUltra®, Kanada) enligt protokollet fér marint vaxtplankton
(Amyot m.fl.,1992; Peperzak m.fl., 2024).

Analysen bygger pa en bioluminiscent reaktion dar ett reagens innehallande
luciferas, luciferin och kofaktorer, sdsom magnesiumjoner, tillsattes till lysatet.
Detta initierade en ljusemitterande reaktion vars intensitet mattes med en
luminometer. Signalen jamférdes darefter med en kalibreringskurva baserad
pa ATP-standarder for att berdkna ATP-koncentrationen.

RLU-varden (relative luminescence units) anvandes for jamforelser mellan
grupper, det vill siga mellan behandlade och obehandlade prover (Romero-
Martinez m.fl., 2024; Van Slooten m.fl., 2015). Genom att relatera ATP-nivéerna
till klackningsgrad eller, alternativt, till infargningsresultat fran individer i samma
sats, kunde vi jamfora infargningens effektivitet med denna metabola indikator.

Tabell 3. Inkubationsférhallanden och inkubationstider fér kliackning av rotatorien Brachionus
plicatilis, calanoiden Acartia tonsa och harpacticoiden Nitocra spinipes.

Parameter Brachionus plicatilis Acartia tonsa Nitocra spinipes
Temperatur 29-30°C 1517 °C 20-22°C

Salthalt 29-30 ppt 25 ppt 7 ppt

Ljus kontinuerligt, 900 lux 16:8 timmar, 700 lux kontinuerligt, 200 lux

Syresattning

svag luftning for att
férhindra sedimentation

svag luftning for att hélla
provet i suspension

ingen luftning

pH 7,8 8,0-8,2 7,5-8,0
Medium artificiellt havsvatten filtrerat och steriliserat filtrerat och steriliserat
havsvatten brackvatten

Inkubationstid

2472 timmar

48-192 timmar

48-120 timmar
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2.2.2 Infargningsbaserade metoder

Dessa tekniker, som anvands i stor utstrickning for livskraftsbedémning, bygger
vanligen pa firgdmnen som tranger in i celler pa olika sitt beroende pa deras
livskraftstatus. De bendmns darfor ofta vitala respektive dédcellsfargdmnen.

De etablerade metoderna for att beddma cellers livskraft bygger i huvudsak pa
tva egenskaper: membranintegritet och metabolisk aktivitet. Aven om det finns
manga olika firgdmnen och metoder for livskraftsbedomning saknas fortfarande
systematiska undersdkningar av hur dessa metoder fungerar for stoérre (= 50 pm)
mikro- och mesozooplankton (Zetsche och Meysman, 2012). Vid analys av livskraft
hos hoppkréftidgg har den vitala fluorescerande proben Hoechst 33342 anvénts
for att farga cellkidrnor och identifiera avvikelser i embryogenesen (Ianora m.fl.,
1989; Poulet m.fl., 1995), liksom olika fluorescerande firgdmnen, till exempel
FDA, propidiumjodid, SYTOX, 7-aminoaktinomycin D (7-AAD) och TUNEL-analys
(terminal-deoxynucleotidyl-transferase-mediated dUTP nick-end labeling)
(Buttino m.fl., 2004, 2003; Romano m.fl., 2003).

Anvéandning i VIABLEGG

Infargningen av samtliga fargamnen och testorganismer genomférdes enligt
tillverkarnas anvisningar, dar fargdmneskoncentrationerna optimerades genom
pilotférsok for att sékerstélla tillracklig penetration och tillforlitliga resultat. Test-
organismerna, inklusive agg, embryon och larvstadier, hdmtades huvudsakligen
fran laboratoriekulturer for att ge jamna och kontrollerade férséksférhallanden.
Nér laboratoriekulturer saknades anvandes faltinsamlat material. Exponeringstid
och koncentration av infargningslésningarna optimerades for varje fargémne och
organismtyp, med anpassningar utifran artspecifika egenskaper hos integumentet.

Vitala firgamnen ir substanser som kan ta sig in i levande celler genom selektiva
mekanismer som bevarar membranets integritet utan att kompromettera cellens
livskraft, och som ddrmed synliggdr aktiva celluldara komponenter. Sma, opoldra
fargdmnen kan passivt diffundera genom lipidbilagret, medan andra &r beroende
av specifika transportproteiner eller jonkanaler. Tillfilliga permeabiliseringsmedel
kan ocksi anvidndas for att underlatta upptag. Vil inne i cellen binder firgimnena
till intracelluldra méalstrukturer eller genomgar enzymatiska omvandlingar, vilket
mojliggor visualisering av levande celler. De vitala firgimnen som anvindes i
projektet (tabell 4) omfattade:

« Fluoresceindiacetat (FDA): ett icke-fluorescerande substrat som omvandlas
till fluorescein av intracellulira esteraser. Metoden 4r anvandbar for att bedéma
livskraften hos olika vattenlevande organismer, sarskilt i studier av vaxtplankton.

+ Karboxifluoresceindiacetat (CFDA): liknar FDA genom att vara ett icke-
fluorescerande substrat som omvandlas till en fluorescerande form av intra-
celluléra esteraser. CFDA r sdrskilt anvandbart for att bedéma cellers metaboliska
aktivitet. Dess derivat, 5-karboxifluoresceindiacetat acetoximetylester (5-CFDA-
AM), dr en neutral férening som latt passerar cellmembranen och halls béttre
kvar i levande celler 4n FDA.
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+  SYTO 9: ett cellpermeabelt nukleinsyrafargdmne som avger gron fluorescens
ndr det binder till DNA i levande celler. SYTO 9 kan trdnga in i alla celler, oavsett
membranets integritet, och firgar darfér bade levande och déda celler nér det
anviands ensamt.

+ Hoechst 33342: ett fluorescerande firgimne som féargar cellkérnor och har
anvints i studier for att identifiera tidiga avvikelser i embryogenesen hos
hoppkriftor.

«  DAPI: ett fluorescerande fargdmne som binder till DNA och anvénds for att farga
cellkirnor i bAde fixerade och levande celler.

« PicoGreen: ett icke-toxiskt fluorescerande fairgdimne som binder till dubbel-
strdngat DNA och avger gron fluorescens. Det anvands for att kvantifiera DNA
ilevande celler och for att bedéma livskraft hos embryon och 4dgg.

« MitoTracker: ett cellpermeabelt fairgdimne som ansamlas i aktiva mitokondrier
och ddrmed ger information om cellernas metaboliska aktivitet.

» Neutralrott: ett icke-fluorescerande vitalt fairgdmne som ofta anvinds inom
cellbiologi for att beddma lysosomal aktivitet. Det passerar in i levande celler och
ansamlas i sura organeller, sdsom lysosomer, vilket ger en tydlig réd farg. Detta
ligger till grund for Neutral Red Uptake-analysen (NRU), déir cellernas férméaga
att ta upp och behélla firgdmnet anvinds som indikator pA membranintegritet
och metabolisk aktivitet (Repetto m.fl., 2008).

Dodcellsfirgimnen ir utformade for att tringa in genom membranen hos doda
eller skadade celler som inte 1dngre kan upprétthélla selektiv permeabilitet. I levande
celler fungerar intakta membran som en barridr som hindrar firgdmnet frn att n&
cytoplasman, men nir celler dor eller skadas till foljd av fysisk paverkan, kemisk
exponering eller metabolisk kollaps blir membranen genomtrianglig si att farg-
molekyler kan diffundera passivt in i cellen. Vil inne i cellen binder fargdmnena till
specifika intracelluldra mélstrukturer, sdisom denaturerade proteiner eller nuklein-
syror, och ansamlas ofta i omraden med celluldr skada. De dodcellsfargimnen som
anvindes i projektet (tabell 4) omfattade:

+  TO-PRO-1-jodid: tringer in i celler med skadade membran och avger stark
gron fluorescens nédr det binder till nukleinsyror. Gorokhova (2010) visade att
TO-PRO-1 effektivt kunde sdrskilja icke livskraftiga 4gg hos hoppkréftor utan
forbehandling med Kitinas.

« Propidiumjodid (PI): trdnger in i celler med skadade membran, dir det binder
till nukleinsyror och avger rdd fluorescens. PI anvinds ofta i kombination med
vitala fargdmnen, sdsom SYTO 9, for att ge en tydligare beddmning av cellers
livskraft.

+  SYTOX Green: ett membranimpermeabelt nukleinsyrafargdmne som endast
fluorescerar nér det binder till DNA i doda eller skadade celler; anvands ofta vid
beddmning av livskraft hos alger.

« 7-aminoaktinomycin D (7-AAD): ett membranimpermeabelt firgimne som
endast tringer in i doda eller déende celler, dir det avger rod fluorescens vid
bindning till nukleinsyror; anvindbart tillsammans med andra firgdmnen for
att bedéma apoptos.
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Trypanblitt: ett klassiskt fargdmne fér doda celler, som tar upp firgdmnet och
blir bla. Metoden har dock l14g effektivitet for organismer med tjocka skyddande

lager, sdsom vissa evertebratigg.

Anilinblatt: ett vanligt firgimne som binder till icke livskraftiga celler genom

interaktion med denaturerade proteiner och skadade cellmembraner. Dess enkel-
het, anvdandbarhet i ljusmikroskopi och tydliga kontrast i infargade prov gor det

till ett vardefullt verktyg for bedémning av livskraft, sarskilt for organismer med
permeabla integument.

TUNEL-analys (terminal-deoxynucleotidyl-transferase-mediated dUTP
nick-end labeling): denna metod marker fragmenterat DNA i apoptotiska
celler med fluorescens och identifierar dirmed icke livskraftiga celler genom
att pavisa DNA-brott. Den anvinds for att beddma apoptos i olika celltyper,
inklusive algceller. Metoden utvirderades dock inte i full skala pa grund av de
langa och tekniskt avancerade protokollen, behovet av specialiserad utrustning
och den darmed laga sannolikheten for att den skulle vara tillimpbar under
faltférhallanden.

I mikroskopibaserade analyser kan samtidig infargning med mer &n ett fluor-
escerande fargdmne, till exempel SYTO 9 och PI eller TO-PRO-1, anvadndas for
att observera cellstrukturer och morfologiska férindringar. Mikroskopibaserade
analyser har dock sina begrdnsningar. Att analysera prover i mikroskop &r arbets-
kravande och tidsédande, och endast ett begrinsat antal individer per prov kan
bed6mas, vilket kan minska resultatens statistiska styrka. Tolkningen kan ocksa
bli subjektiv, eftersom den bygger pa visuell bedémning av fluorescensintensitet
och organismmorfologi. Automatisk eller halvautomatisk bildanalys kan darfor
bidra till att minska denna subjektivitet.

Anvandning i VIABLEGG

Efter inkubation observerades och raknades de infargade proverna visuellt med
ett inverterat epifluorescensmikroskop av typen Nikon Eclipse-Ti, utrustat med ett
standardiserat langpass-blafilter (530-600 nm), vid 20x forstoring. Bildanalysen
genomférdes i programvaran Imaged (version 1.53c, National Institutes of Health,
USA) med specialutvecklade makron for studien. Bilderna férbehandlades genom
konvertering till 8-bitars graskala och genom att en algoritm for bakgrunds-
subtraktion anvandes (rolling ball radius: 50 pixlar) for att normalisera intensi-
teten. Automatisk troskelvdardeshantering med Otsus metod och en watershed-
algoritm anvandes for att skilja organismer fran bakgrunden och fér att avgransa
individer som lag i kontakt med varandra. Funktionen Analyze Particles anvandes
for att identifiera intresseregioner (ROI) utifran storlek (100-10 000 pm?) och
cirkularitet (0,2-1,0). For farganalysen anvéndes den bla kanalen i den ursprung-
liga RGB-bilden for att troskelvardeskvantifiera infargningen.

For Anilinblatt mattes till exempel medelintensiteten i blatt for varje ROI, och
organismerna klassificerades som levande eller doda utifran ett tréskelvarde pa
150 pa en skala fran 0 till 255. Morfologiska parametrar, sdsom area, omkrets,
forhallandet mellan en bilds bredd och héjd och rundhet, mattes ocksa for varje
organism. Resultaten exporterades till CSV-filer for vidare statistisk analys.
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Tabell 4. Lista 6ver de livskraftsindikatorer/fargamnen och fargamnestyper (vitala/dédcells-
fargamnen: V resp. D) som testades i studien.

Fargamne/metod | Typ | Egenskaper Anvandning Fordelar Begréansningar
FDA \Y Icke-fluorescerande Vanligt vid Enkel och Kraver intakt
substrat som bedémning av effektiv for esterasaktivitet
omvandlas till livskraft hos alger encelliga
fluorescein av organismer
esteraser
CFDA \Y Liknar FDA; Beddmning av Halls battre Inférgnings-
omvandlas till metabolisk aktivitet kvari celler effektiviteten
fluorescerande CFD hos olika vattenle- an FDA varierar; kanslig
i livskraftiga celler vande organismer for stoérning
fran auto-
fluorescens
SYTO 9 \Y Cellpermeabelt Anvéands tillsammans = Har tidigare Kan inte skilja
nukleinsyrafargdmne = med dédcellsanalys; anvants for mellan levande
med gron fluorescens = ger framst en allmén | djurplankton | celler och celler
vid bindning till DNA bild av féorekomst av med skadade
nukleinsyror membrane
Hoechst 33342 \Y Fluorescerande prob | Haranvants for att Kan trénga Begransad
som fargar cellkdrnor | identifiera tidiga inilevande anvéndbarhet
avvikelser i embryo- celler och som generell
genesen hos hopp- anvéndas indikator pa
kraftor for att folja livskraft
cellernas
tillstand
DAPI \Y Fluorescerande Fargning av cell- Vél etablerat | Inte strikt ett
fargamne som binder = karnori fixerade for karn- vitalfargdmne;
till AT-rika regioner eller levande celler, fargning begrénsad
i DNA och avger bla inklusive &gg och anvandbarhet
fluorescens embryon for direkt
livskrafts-
bedémning
PicoGreen \Y Icke-toxiskt Kvantifiering av DNA Hog kanslig- | Visade lag
fluorescerande farg- i levande celler; het for DNA anvandbarhet
amne som binder till beddmning av livs- i agg med
dubbelstrangat DNA kraft hos embryon utvecklade
och agg integument
MitoTracker \Y Cellpermeabelt farg- = Beddmning av Ger Risk for
amne som ansamlasi = metabolisk aktivitet information ospecifik
aktiva mitokondrier i 4gg och larver om mito- signal och
kondriell falskt positiva
aktivitet resultat
Neutralrott \ Icke-fluorescerande Neutral Red Kan Bygger pa lyso-
fargamne som Uptake-analys anvandas somal aktivitet,
ansamlas i sura (NRU); anvands for olika vilket kan ge
organeller, framst som indikator pa celltyper, missvisande
lysosomer membranintegritet inklusive resultat i
och metabolisk djur-och metaboliskt
aktivitet mikrobceller | inaktiva
eller tidiga
utvecklings-
stadier
TO-PRO-1-jodid D Membran- Beddmning av Hog specifi- Upptaget kan
impermeabelt livskraft hos olika citet foricke = variera mellan
nukleinsyrafargamne  vattenlevaniskde livskraftiga olika celltyper;
som bara tar sigin organismer celler kan behdva
i sena apoptotiska optimeras for
eller nekrotiska olika arter
celler; grén
fluorescens
Propidiumjodid D Fluorescerande farg- | Anvénds tillsammans | Gerviss Kan ge falskt
(P1) amne som bara garin = med vitala farg- separation positiva
i celler med skadade amnen, t.ex.SYTO 9 mellan resultat i celler
membran; binder levande och med tillfalligt
till nukleinsyror och ddda celler skadade
avger rod fluorescens membran
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Fargamne/metod Typ | Egenskaper Anvéandning Fordelar Begransningar
SYTOX Green D Membran- Vanligt vid livskrafts- | Effektivt Passar inte
impermeabelt beddmning av alger for att alla celltyper;
fargadmne som pavisa icke specificiteten
fluorescerar forst livskraftiga kan variera
néar det binder till celler
DNA i ddda eller
skadade celler
7-AAD D Membran- Anvéands i flodes- Tillforlitlig Kan ge falskt
impermeabelt cytometri och indikator pa positiva
fluorescerande fluorescens- cellstatus; resultat i
fargdmne som binder | mikroskopi anvandbar vissa
till nukleinsyroriicke tillsammans | celltyper
livskraftiga celler med andra
fargamnen
vid apoptos-
analys
Trypanblatt D Exklusionsfargdmne Vanligt i tester av Enkel och Fungerar samre
dar levande celler cellers livskraft snabbvisuell = foér organismer
forblir ofargade skillnad med tjocka
medan ddda celler mellan skyddande
blir bla levande och lager
ddéda celler
Anilinblatt D Binder till Riktar sig mot Ger snabb Mindre
denaturerade strukturell integritet, = visuell effektivt for
proteiner och eftersom livskraftiga = bekraftelse organismer
skadade celler utesluter av icke livs- med komplexa
cellmembran fargamnet kraft under integument
mikroskop
TUNEL-analys D Marker fragmenterat | Anvands for att Anvandbar Kraver mer
DNA i apoptotiska beddma apoptos for att komplexa
celler och pavisar i olika celltyper analysera protokoll;
DNA-brott mekanismer | skiljerinte alltid
bakom tydligt mellan
celldéd apoptos och
nekros

2.3 Provberedning for att 6ka integumentets
permeabilitet

Den begrinsade genomtringligheten hos kitindsa och proteinrika strukturer i

integumentet utgér en betydande utmaning vid anvandning av infirgningsmetoder.
Forutom att hindra fargdmnen frin att ni dggets inre strukturer uppvisar dggskalen
ofta autofluorescens, vilket férsvarar bade detektion och tolkning av infargnings-
resultaten. Som framgar av figur 3 utgér integumentet darfor ett dubbelt problem:
det begrinsar firgimnenas penetration samtidigt som det ger upphov till bakgrunds-
fluorescens. For att infargningen ska fungera kravs alltsa att bade de fysiska och de
optiska stérningarna hanteras.

For att 6ka permeabiliteten i kitindsa och proteinrika strukturer krivs en
provberedning som dr anpassad till integumentets uppbyggnad. Den centrala
utmaningen ar att 4stadkomma tillracklig pdverkan pa Kkitin- eller proteinlagren
for att forbittra firgdmnenas intringning, utan att samtidigt férsimra provets livs-
kraft eller skada dess struktur. Behandlingen maste darfér optimeras sa att den ar
forenlig med de fargdmnen som anvinds, samtidigt som provmaterialets struktur-
ella integritet i mojligaste min bevaras.
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Anvandning i VIABLEGG

Inom VIABLEGG testades flera metoder (avsnitt 4.3.1 och 4.3.2) for att forbattra
fargadmnenas penetration genom kitindsa och proteinrika strukturer hos rotatorie-
och hoppkraftagg, mussellarver, rékcystor och ephippier hos hinnkréftor.
Behandlingarnas effektivitet utvarderades genom (1).infargning, (2) verifierande
klackningsforsok enligt beskrivningen ovan samt (3) analys av strukturella och
kemiska férandringar i integumenten med infraréd spektroskopi (FTIR) (figur 4).

Inkapslade,
hydratiserade agg

Figur 3. Fluorescensmikroskopiska bilder som visar inkapslade Artemia-agg (vénstra panelerna)
och inkapslade, hydratiserade agg efter 48 timmars hydrering (hégra panelerna). De 6vre panel-
erna visar aggen utan infargning, dar dggskalets autofluorescens ar tydlig. De nedre panelerna
visar 4gg som fargats med CFDA. Resultaten visar bade dggskalets autofluorescens och den
begransade intrdngningen av fargdmnet i dggets inre.

Inkapslade agg

Utan infargning

CFDA

Klacknings-

test —— Mortalitetseffekt
(fore)

Aggprov FTIR (fére)

v

A

PPaJjasbulpueyaq Ae Buliapieain

Permeabilitets-
»| behandling av o Klacknings-
i integument test (efter)
A
FTIR Strukturella
(efter) [P| forandringar av
integumentet

Figur 4. Detta allmanna arbetsfldde integrerar klackningsforsok for att faststélla andelen
livskraftiga 4gg som det slutliga mattet pa mortalitet, behandlingar for att 6ka permeabiliteten
(kemiska och/eller fysikaliska), samt FTIR-analys for att visa de Gvergripande molekylara
forandringarna i provet efter behandling. Arbetsflédet anvandes for att utvardera behand-
lingens effektivitet.
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2.3.1 Kemiska och fotokemiska behandlingar

For att 6ka integumentets permeabilitet hos 4gg, ephippier och veligerlarver
provades féljande kemiska och fotokemiska behandlingar:

Enzymatisk nedbrytning innefattade anvindning av kitinas (1-5 mg/mL)
for att bryta ned kitin i hoppkriaftagg och trypsin (0,5-1 mg/mL) for att bryta ned
proteinlager. Inkubationstiderna varierade mellan 30 minuter och 2 timmar
vid 25 °C. Fore infargning inkuberades dggen i 24 timmar i 250 ul kitinas 16st i
50 mmol/L citratbuffert, pH 6, vid 25 °C, for att 6ka permeabiliteten i den kitindsa
vaggen. Efter upprepad skoljning i PBS inkuberades embryonai 0,1 % Triton X-100
i 2 timmar vid rumstemperatur och skoljdes dérefter i PBS med 1 % BSA (albumin).

LED-assisterad dekapsulering ir en metod som anviands inom vattenbruk
for att avldgsna det yttre skalet (korion) hos Artemia-cystor genom en kombina-
tion av LED-belysning och blekbehandling. Vi f6ljde en metod dir cystorna forst
hydratiserades i vatten, exponerades for blatt LED-ljus och dérefter behandlades
med natriumhypoklorit i kombination med natriumhydroxid for att uppréatthalla
alkaliskt pH. Reaktionen avbrots sedan med natriumtiosulfat, som neutraliserade
blekmedlet och stoppade dekapsuleringen (Delbos m.fl., 2019).

Alkalisk behandling genomférdes med natriumhydroxid (NaOH) i koncentra-
tioner mellan 0,1 och 1 % (w/v) under 5-30 minuter for att deacetylera kitin och
mjuka upp motstindskraftiga ephippielager hos Daphnia-igg. Behandlingen féljdes
av neutralisering eller noggrann skoljning.

Syrabehandling med saltsyra (0,01-0,1 M) eller attiksyra (0,5-2 % v/v) anvindes
under 2-10 minuter for att 16sa upp strukturer av kalciumkarbonat i skalet hos
musslors veligerlarver. Efter behandlingen neutraliserades proverna eller skoljdes
noggrant.

Behandling med organiska losningsmedel genomférdes med aceton
(20-50 %) under 10-30 minuter for att avldgsna lipidlager i rotatorieigg.

2.3.2 Fysiska behandlingar

For att 6ka integumentets permeabilitet provades dven fysiska metoder som verkar
genom mekanisk eller termisk paverkan pa de strukturella barridrerna.

Sonikering. Ultraljud anvindes for att skapa mikrokaviteter som storde de yttre
integumentlagren utan att orsaka ndgon storre skada p& proverna. Behandlingen
utférdes i ultraljudsbad vid laga frekvenser (10-20 kHz) under 10-15 sekunder,
beroende pa dggens storlek och integumentets tjocklek.

Mikrovagsbehandling. Korta pulser av mikrovagsstralning anvéindes for att
forstirka effekten av de kemiska behandlingarna genom att mjuka upp integumentet
och paskynda molekyléra interaktioner. Proverna exponerades fér mikrovagspulser
pa 5-15 sekunder vid 14g effekt (10-20 % av maximal effekt), under noggrann kontroll
for att undvika 6verhettning.

Elektroporering. Denna metod bygger pa korta elektriska pulser med hog
spanning som tillfilligt skapar porer i membranens lipiddubbelskikt och darmed
kan 6ka upptaget av vitala firgdmnen som annars inte skulle tringa in. Test-
organismerna, det vill sdga rotatoriedgg, hoppkriftigg, diapauseigg och ephippier,
suspenderades i en ledande saltlosning och exponerades fér kontrollerade elektriska
pulser i en elektroporeringskammare. Typiska parametrar var 200-600 V/cm, puls-
ldngder pa 1-10 millisekunder och 1-3 pulser. Ligre nivaer anvindes i allminhet
for rotatorier och hoppkréftor, och hdgre for bladfotingar. Efter elektroporeringen
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fargades organismerna omedelbart och fick darefter &terhdmta sig i farskt medium
sa att membranintegriteten kunde aterstéllas fore analys.

Kombinationer av fysiska och kemiska behandlingar. Fysiska behand-
lingar, sdsom sonikering och mikrovagsbehandling, kombinerades ofta med
kemiska metoder, till exempel enzymatiska eller alkaliska behandlingar, for att
ytterligare forbittra firgdmnenas penetration. Ett exempel 4r kombinationen av
sonikering och kitinasbehandling fér hoppkraftigg, vilket tydligt férbittrade farg-
amnenas tillgdng till de inre strukturerna.

2.3.3 Beddmning av strukturella och kemiska
férandringar i integumentet

Aggens och embryonas integument analyserades med Fouriertransformerad infra-
rod spektroskopi (FTIR) for att bedéma vilka strukturella och kemiska féordndringar
som behandlingarna gav upphov till. FTIR mojliggér analys pa molekylir niva av
integumentets bestdndsdelar och kan ddrmed anvindas for att pavisa fordndringar
i kitin-, protein- och lipidstrukturer (Ishigaki m.fl., 2016). Sarskilt foljdes utvalda
funktionella gruppetr, sdsom topparna fér amid I (~1650 cm™) och amid II

(~1550 cm™) i kitin-proteinmatriser, eftersom forandringar i dessa kan tyda pa
deacetylering eller proteinnedbrytning efter enzymatiska eller alkaliska behand-
lingar. FTIR-spektra for kitosan (nedbrutet kitin) kdnnetecknas av att bandet vid
2532 cm forsvinner (Beil m.fl., 2012). Lipidskikten analyserades utifran CH2-
strdckningsband vid ~2850-2920 cm™1, dir en minskning i intensitet kan indikera
att lipider avligsnats, exempelvis genom organiska 16sningsmedel. Protein-
denaturering eller hydrolys till f6ljd av behandlingarna avspeglades i férindringar
i amidbandens intensitet och lige. Aven en minskning av OH-strickningsbandet
kring 3460 cm™ efter behandling, sisom den framtrader i FTIR-spektra, tyder
vanligen pa tydliga strukturella och kemiska foérdndringar i materialet.

24 Utvirdering av firgamnenas effektivitet
i BallastWISE

Infirgade prover av levande och déda djurplanktonarter, diribland hoppkréftor
(Nitocra spinipes) och hinnkréftor (Daphnia magna), analyserades med BallastWISE-
systemet. Analysen genomfdrdes med excitationsljus vid 420 nm och 500 nm
samt ett hogpassfilter vid 590 nm for att utvirdera fluorescensresponsen hos
olika firgdmnen (figur 5). De fargdimnen som visade mest konsekventa resultat i
laboratorieférséken med ljus- och fluorescensmikroskopi (se avsnitt 5.2) var CFDA,
TO-PRO-1-jodid och Anilinblatt.

Provberedning. Det biologiska materialet i dessa forsok hamtades fran
kulturer, vilket gav tillgang till friska hoppkraftor och hinnkraftor med naturlig
populationsdynamik, inklusive honor med dgg. Aven blandprover med lika delar
hoppkriftor och hinnkréftor (50:50) sattes samman.

De levande individer som anvadndes i férséken valdes ut direkt fran odlings-
karlen. Endast honor med 4gg, synlig rérelse och normal morfologi inkluderades,
for att sdkerstélla att testmaterialet var representativt och verkligen livskraftigt.
Varje individ plockades manuellt och 6verfordes varsamt till provbehéllare for att
minimera hanteringsstress.
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Varje prov inneholl totalt 25-100 individer. Storleksférdelningen holls si jamn som
mojligt mellan proverna for att gora jamforelser mellan replikat och fairgdmnen mer
tillférlitliga. Pa sé sitt begrinsades variationen mellan proverna, och materialen
speglade bittre de djurplanktonsamhéllen som analyserades.
Infirgningsforfarande. For att utvirdera firgdmnenas funktion delades
alla prover upp i tva grupper: levande respektive doda individer. For gruppen med
ddda individer anvindes virmeavdddning i vattenbad vid 55 °C under 30 minuter.
Denna behandling hade tidigare validerats och visat 0 % kldckningsframgéang hos
bade Nitocra spinipes och Daphnia magna, vilket bekriaftade att metoden effektivt

inducerade mortalitet.

Hela kroppen Agg/embryon

Daphnia

Nitocra

TO-PRO-1, dead

Figur 5. Fluorescensfargning av hela kroppen och agg hos Daphnia magna (levande, fargad
med CFDA) och Nitocra spinipes (d6d, fargad med TO-PRO-1-jodid).

De vanstra panelerna visar fluorescens i hela kroppen, medan de hégra panelerna visar narbilder
av aggen i yngelkammaren hos Daphnia magna (6vre hogra panelen) och i 4ggséacken hos Nitocra
spinipes (nedre hogra panelen), fran samma individer som avbildas till vanster. Fargamnet som
anvandes och organismernas viabilitetsstatus anges. Pilspetsar markerar fargade dggsackar

hos hoppkréaftshonorna. Hos bada arterna &r fargningen jamnt férdelad 6ver hela kroppen och

i aggmaterialet.
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Efter virmebehandlingen fargades badde de behandlade proverna (d6da individer)
och de obehandlade kontrollproverna (levande individer) parallellt enligt samma
infargningsprotokoll som anvidndes i laboratorieutvirderingarna (se avsnitt 5.2).
Dessutom inkluderades ofidrgade kontroller fér bade levande och déda grupper.
Dessa kontroller var nddvéandiga for att kunna bedéma bakgrundsfluorescens och
autofluorescens och darmed sikerstilla att den fluorescens som registrerades i de
infargade proverna faktiskt kunde tillskrivas fargimnet. Proven skickades darefter
till Danmark med bud och analyserades inom nagra dagar efter infirgningen.

Fokus pé helkroppsinfargning. Inom ramen fér BallastWISE-testningen valdes
helkroppsfluorescens som analysvariabel, trots att huvudintresset 1ag pa dggen.
Skilet var praktiskt. Hos bide hoppkréftor och hinnkriftor ar d4ggen fysiskt kopplade
till honan, antingen i 4ggsickar hos hoppkréftor eller i yngelkammaren hos hinn-
kréftor. Denna nira Koppling gjorde det svart att separera dggen for fluorescens-
maitningar utan att samtidigt skada deras struktur. Som en mer genomforbar och
effektiv 16sning analyserades darfor fluorescensintensiteten hos hela organismen,
inklusive de 4gg som bars av honan.

2.5 Dataanalys

Infargningens traffsdkerhet, baserad pa bildanalys, och den metaboliska aktiviteten,
matt som ATP-nivier, utvirderades som indikatorer pa livskraft genom jaimforelse
med antingen klickningsframgang (fér Artemia, rotatorier och hoppkriftor)
eller férekomst av embryonala missbildningar (fér vitméarlor). For varje replikat
berdknades andelen klédckta dgg respektive andelen normala embryon, och dessa
resultat jamfordes med utfallet frdn infirgningen. P4 motsvarande sétt jAimfordes
ATP-nivierna mellan dggsatser som Klassificerats som ddda respektive levande, det
vill sdga kontrollgrupper och grupper som avdédats genom exponering for olika
desinfektionsbehandlingar (tabell 1). Overensstimmelsen mellan klickningsgrad
eller frekvens av embryonala missbildningar och den livskraft som bestimts med
infargning eller ATP-mitning anviandes som matt pA metodernas traffsdkerhet.
Effekterna av kemiska och fysikaliska behandlingar pa integumentets permeabil-
itet och pé testorganismernas 6verlevnad analyserades med generaliserade linjira
modeller (GLM) eller Mann-Whitneys U-test, med en signifikansniva pa p < 0,05. Nar
det behovdes transformerades data med Box—Cox-metoden for att mojliggdra analys
av behandlingsspecifika effekter pa infargningseffektivitet och behandlingarnas
dodlighetseffekter, med hidnsyn till behandlingstyp, behandlingstid och organismtyp.
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3. Resultat

3.1 Sammanfattning av de viktigaste
resultaten

Projektet visade att det inte dr realistiskt att utveckla en generellt tillampbar metod
for beddmning av livskraft av icke-rorliga livsstadier hos ryggradsldsa djur med den
ansats som provades. De stérsta hindren var den stora variationen i integumentens
uppbyggnad mellan olika organismgrupper samt den 14ga metaboliska aktiviteten
hos manga vilstadier.

Samtidigt gav projektet flera viktiga resultat. Fo6r vissa organismgrupper
fungerade specifika metoder vil och bedéms ha potential for praktisk anvindning.
Detta gillde sirskilt hoppkraftor och mussellarver, dir vissa firgdmnen gav
tydliga och reproducerbara resultat. DAremot var det betydligt svarare att utveckla
fungerande metoder for organismer med Kkraftigt skyddande strukturer, sdsom
diapauseédgg och ephippier.

Forsoken att 6ka integumentets permeabilitet genom kemiska, enzymatiska
och fysikaliska behandlingar visade att det finns en tydlig malkonflikt mellan 6kat
upptag av firgdimnen och bibehallen livskraft. Behandlingar som férbittrade farg-
dmnenas penetration ledde ofta samtidigt till minskad kldckningsframgang eller
andra negativa effekter pa organismernas 0verlevnad. Detta begrdnsar metodernas
praktiska anvindbarhet néir syftet dr att bedéma livskraft utan att paverka provets
biologiska status.

FTIR-analyserna visade att flera behandlingar gav upphov till métbara fordand-
ringar i integumentets kemiska och strukturella egenskaper. Dessa analyser bidrog
dirmed till att forklara varfor vissa behandlingar 6kade permeabiliteten, men ocksa
varfor de i manga fall férsimrade provmaterialets livskraft. Kombinationen av FTIR,
infargning och kldckningsforsok gav darfér en mer samlad forstielse av behandling-
arnas effekter.

Naér det giller sjdlva infirgningsmetoderna fungerade vissa vitala och dédcells-
fargdmnen lovande for vissa taxa, men ingen metod visade tillrdcklig robusthet f6r
att fungera brett 6ver olika organismgrupper och olika typer av icke-rorliga stadier.
Resultaten visade tydligt att metodernas anvindbarhet ir starkt beroende av taxon
och livsstadium.

Utvirderingen i BallastWISE visade att systemet har potential att anvindas
tillsammans med utvalda firgdmnen, men ocksé att metodernas prestanda paverkas
av instrumentets optiska forutsdttningar, bakgrundsfluorescens och skillnader
mellan olika typer av organismer. Resultaten pekar darfér mot att framtida metod-
utveckling bor inriktas pa mer riktade 16sningar fér specifika organismgrupper
snarare dn pa en universell metod.
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Tabell 5. Sammanfattning av fargamnenas prestanda vid livskraftsbedémning, baserad pa

de experimentella resultaten. Tabellen visar typ, verkningsmekanism, taxa dar metoden
fungerade, styrkor och begransningar fér de fargamnen (D: dodcellsfargdmnen och V: vitala
fargdmnen) som testades for att bedéma livskraft hos icke-rorliga livsstadier hos ryggradslésa
djur, med fokus pa dggsickar, embryon och veligerlarver. Endast fargamnen med resultat som
bedémdes motivera fortsatt undersdkning ingar.

Fargamne Typ | Mal/ Taxa dar Styrkor Begransningar
verkningsmekanism metoden
fungerade
Anilinblatt D Binder till Hoppkraftdgg, | Snabb och Falskt positiva
denaturerade rotatoriedgg enkel metod; resultat i levande
proteiner och selektiv individer (upptag av
skadade membran infargning av fargamne); ojamn
aggsackar infargning
TO-PRO-1-jodid D Tranger in genom Hoppkraftagg, | Starkochjamn | Kraver optimering;
skadade membran vitmarl- fluorescens; stérning fran
och binder till embryon hoég kanslighet | autofluorescens;
nukleinsyror for hopp- falskt positiva
kraftagg resultat (15 %) i
vitméarlembryon
CFDA D Esterasaktivitet Rakcystor, Fungerar for Dalig penetration
omvandlar fargdmnet | hoppkraftédgg, | metaboliskt i ogenomtréngliga
till en fluorescerande | vitmarl- aktiva agg integument; viss
product embryon autofluorescens
Neutralrott Y Anrikas i lysosomer Veligerlarver Tillforlitligt fér | Fungerarinte for
av musslor vissa taxa agg utan lysosomal
aktivitet
MitoTracker \Y Anrikas i Hoppkraftagg | Tillforlitligt Dalig penetration
mitokondrier (subitanagg), endast for i ogenomtrangliga
sena embryo- | valutvecklade integument
stadier agg

Tabell 6. Sammanfattning av fairgamnenas prestanda fér olika 4ggtyper, baserad pa de
experimentella resultaten. Tabellen lyfter fram taxa, typ av stadium och de utmaningar som
identifierades i studien. Endast fargdmnen med resultat som bedémdes motivera fortsatt
undersokning ingér.

Artgrupp Aggtyp/stadium | Fargamne Utfall Utmaningar

Rotatorier Miktiska agg CFDA Svagt Ogenomtrangligt integument; hég dédlighet
vid behandling med kitinas och NaOH

Rotatorier Amiktiska agg - Ingen Ogenomtrangligt integument; hég dédlighet
vid behandling med kitinas och NaOH

Rotatorier Amiktiska agg MitoTracker | Bra Fungerade inte f6r andra dggtyper med lag
mitokondriell aktivitet

Hoppkréftor | Subitanagg CFDA Bra Falskt positiva signaler i virmeavdédade
embryon; viss autofluorescens

Hoppkraftor | Subitanagg TO-PRO-1- Bra Autofluorescens fran kitindst exoskelett

jodid

Hoppkréftor | Diapauseagg CFDA Ingen Ogenomtrangligt integument; hog doédlighet
vid behandling med kitinas och NaOH

Vitmarlor Embryon CFDA Ja Falskt positiva signaler i virmeavdddade
embryon

Vitmarlor Embryon TO-PRO-1- Ja Inga tydliga begransningar identifierades

jodid

Musslor Veligerlarver Neutralrétt | Ja Fungerade inte for andra dggtyper som
saknar utvecklat lysosomalt system

Artemia Dekapsulerade CFDA Begransat | Hog autofluorescens fran dekapsulerade

cystor cystor storde detektion av fargdmnets

fluorescens
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3.2 Okad permeabilitet i integumentet

Den begridnsade genomtringligheten hos dggens integument, sirskilt hos viligg och
andra vilstadier, var ett av de storsta hindren fér en fungerande infargning. For att
forbattra firgimnenas penetration testades darfor ett brett spektrum av kemiska,
enzymatiska och fysikaliska behandlingar, med maélet att 6ka permeabiliteten utan
att samtidigt forsimra organismens livskraft. Behandlingarnas effekt utvirderades
utifran infirgningseffektivitet, klickningsframgang och strukturella férdndringar
iintegumentet analyserade med FTIR-spektroskopi.

Resultaten visade en tydlig malkonflikt: de behandlingar som mest effektivt
Okade permeabiliteten ledde ofta ocksa till minskad klickningsframgéng och
diarmed férsdmrad livskraft. Elektroporering 6kade till exempel fargupptaget
hos rotatorier men minskade samtidigt klackningsframgangen med 25 procent,
och FTIR-analyserna bekriftade att behandlingarna gav upphov till fordandringar
i integumentets kitindsa och proteinrika lager. For sirskilt motstadndskraftiga
strukturer, sisom ephippier och diapauseigg, sigs diremot inga tydliga
forbattringar i permeabilitet, och FTIR visade endast begransade strukturella
forandringar, vilket speglar dessa stadiernas hoga motstandskraft.

Sammantaget visade kombinationen av FTIR-analyser och klickningsforsok att
det 4r avgorande att forstd hur olika behandlingar piverkar integumentets struktur,
for att kunna viga 6kad permeabilitet mot bevarad livskraft och ddrmed bedéma
metodernas praktiska anvindbarhet vid livskraftsbedémning.

3.21 FTIR-analys av férandringar i integumentet

FTIR-spektroskopi visade sig vara ett viardefullt verktyg for att tolka de strukturella
och biokemiska forandringar som provberedningen gav upphov till i integumenten.
Som exempel visas hir hur FTIR-spektra for 4gg av Cercopagis pengoi paverkades av
behandling med kitinas (1 mg/ml) respektive NaOH (0,3 %) fore och efter behandling.
Spektra gjorde det mojligt att identifiera specifika fordndringar i funktionella grupper
som dr kopplade till 4ggskalens kitindsa och proteinrika komponenter (figur 6).

I den 6vre panelen visas effekten av kitinasbehandling. En minskning i intensi-
teten hos topparna fér amid I (~1650 cm) och amid II (~1550 cm™?) tyder p& en
partiell nedbrytning av Kitin-proteinmatrisen. De mer subtila férdndringarna i
omradet f6r OH-striackning (~3460 cm) kan dessutom tyda pa mindre stérningar
i vitebindningsnétverket, vilket speglar lokala férdndringar i kitinstrukturen.
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Figur 6. FTIR-spektra som visar effekterna av kemiska behandlingar pa integumentet hos
diapauseagg av Cercopagis pengoi.

I den &vre panelen visas effekten av behandling med kitinas, med minskad intensitet
itopparna for amid I (~1650 cm™) och amid II (~1550 cm™1), vilket tyder pi en
partiell nedbrytning av kitin—proteinmatrisen. I den nedre panelen visas effekten av
behandling med NaOH, ddr minskningen i amidtopparna ar mer uttalad och dar OH-
strackningsbandet (~3460 cm™1) avtar kraftigt, vilket speglar en betydande deacetyl-
ering och forlust av hydroxylgrupper.

Den nedre panelen visar effekten av NaOH-behandling. De tydliga minskning-
arna i topparna for amid I och amid II tyder p4 omfattande proteinnedbrytning
och deacetylering av kitin. Den kraftiga minskningen i OH-strickningsbandet
(~3460 cm™) pekar dessutom pa en betydande forlust av hydroxylgrupper, sannolikt
till f6ljd av deacetylering och dehydrering. Dessa fordndringar var mer uttalade dn
efter kitinasbehandling, vilket stimmer 6verens med att alkaliska behandlingar hade
en starkare inverkan pé integumentets integritet. Sammantaget visar FTIR-spektra
att olika behandlingar piverkar integumentet pé olika sétt och ger dirmed viktig
information om de mekanismer som ligger bakom de strukturella férdndringarna.

3.2.2 Kemiska behandlingar

For att forbattra fairgdmnenas penetration genom Kkitindsa och proteinrika
integument testades flera kemiska och enzymatiska behandlingar, diribland
enzymatisk nedbrytning, alkaliska 16sningar, syrabehandling, organiska 16snings-
medel och LED-assisterad dekapsulering. Av dessa gav kitinas och NaOH de
tydligaste effekterna. Bdda behandlingarna férandrade dggskalen strukturellt,
vilket bekriftades bide av FTIR-analyser och klackningsférsok (tabell 7).
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Behandling med Kkitinas (1-5 mg/mL) 6kade upptaget av firgimnen i rotatoriedgg
och hoppkraftigg, men var ofta samtidigt dodlig, sarskilt i kombination med deter-
genter. FTIR-spektra visade minskad intensitet i topparna foér amid I och amid II,
vilket tyder pd nedbrytning av kitin—proteinmatrisen.

NaOH (0,1-1 %) var effektivt for att mjuka upp motstandskraftiga lager, till
exempel ephippier hos Daphnia, men gav ocksd upphov till f6rhojd dodlighet.
Behandlingen ledde till tydliga minskningar i signaler kopplade till hydroxyl-
grupper och proteiner, vilket bekréftar att integumentet fordndrades strukturellt.

Syra- och trypsinbehandlingar férbéttrade ddremot permeabiliteten endast
marginellt. Upptaget 14g under 15 % for dodcellsfirgimnen och under 8 % for
vitala fargdmnen. Med tanke pi den begrinsade effekten och den 6kade risken for
strukturell skada fordes dessa behandlingar inte vidare i det fortsatta férséksarbetet.

LED-assisterad dekapsulering av Artemia-cystor avligsnade chorion effektivt,
men gav samtidigt upphov till hdg autofluorescens (figur 7). Denna autofluorescens,
som sannolikt uppkom till f6ljd av kvarvarande kemiska reaktioner eller strukturella
fordndringar under blekbehandlingen, férsvarade tolkningen av infargnings-
resultaten. Infargning med CFDA och TO-PRO-1 gav visserligen till synes positiva
signaler, men kldckningsforsdken visade en livskraft pA mindre 4n 3 %, vilket starkt
talar for att signalen huvudsakligen harrdérde frin autofluorescens och inte fran
faktisk infargning av livskraftiga strukturer (figur 8).

En generaliserad linjar modell (GLM) med binomial felstruktur anvindes for
att analysera hur behandlingstyp, art och exponeringstid paverkade dodligheten,
bestimd genom klickningsforsok. Analysen visade signifikanta huvudeffekter av
béade behandlingstyp (p < 0,001) och exponeringstid (p < 0,001), liksom en signifikant
interaktion mellan art och behandlingstyp (p = 0,015). Dodligheten var sirskilt hog
hos subitanigg jamfort med diapausedgg hos Acartia tonsa (p < 0,001), vilket visar
att subitaniggen var mer kinsliga. NaOH gav ocksd genomgaende hégre dodlighet
an 6vriga behandlingar (GLM, p < 0,001; tabell 7).

Syrabehandlingar, frimst HCI i koncentrationer mellan 0,01 och 0,1 M, riktades
mot kalciumkarbonat i veligerskal men hade ingen tydlig effekt pa integument
hos rotatorier, som saknar férkalkade strukturer. PA motsvarande sitt hade trypsin
(0,5-1 mg/mL) begrénsad effekt pa de kitindsa och proteinrika barridrerna i
rotatoriedgg, eftersom enzymet inte formadde trdnga igenom de motstandskraftiga
yttre lagren i nigon storre utstrickning (tabell 8).

Sammantaget var det kitinas och NaOH som gav storst effekt pa integumentets
permeabilitet, men deras toxiska effekter var ofta si stora att nyttan begriansades.
De 6vriga kemiska behandlingarna gav antingen alltfér svag forbattring av fargupp-
taget eller orsakade oacceptabel skada pa provmaterialet. Resultaten visar darfor att
kemiska behandlingar visserligen kan 6ka integumentets genomtranglighet, men
att detta ofta sker till priset av minskad livskraft.

38



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7185
Mot tillférlitlig bedomning av livsduglighet hos motstandskraftiga livsstadier av ryggradsldsa djur i barlastvatten

Dekapsulerade agg Dekapsulerade &gg+LED

Ingen infargning
H20

Ingen infargning
i antifade

D Dekapsulerade dgg+LED||Dekapsulerade agg+LED

Dekapsulerade dgg+LE 24 timmar 48 timmar

(antifade)

Ingen infargning

Figur 7. LED-assisterad dekapsulering av Artemia-cystor som visar att chorion avlagsnades
framgangsrikt efter behandlingen. De dekapsulerade cystorna uppvisade hog autofluorescens
vid fluorescensmikroskopi, vilket forsvarade en korrekt bedémning av fargupptaget.

Ovre och mellersta raden: dekapsulerade cystor utan respektive med LED-exponering i vatten
(6vre raden) och i antifade-reagens (mellersta raden); antifade-reagenset tillsattes som en del
av standardproceduren vid fluorescensavbildning.

Nedre raden: successivt minskande autofluorescens under 24 timmars LED-exponering.
linget av fallen anvandes nagot fargamne.

Dekapsulerade agg

CFDA

TO-PRO™-1 lodide
(515/531)

Figur 8. Dekapsulerade Artemia-agg fargade med CFDA (vitalt fargamne; 6vre panelerna) och
TO-PRO-1-jodid (d6dcellsfargdmnen; nedre panelerna).

Bada fargamnena gav skenbart positiva resultat, trots att livskraften hos dessa agg var mindre
an 3 % i klackningsforscken. Fluorescenssignalen harrérde huvudsakligen fran dggskalens
autofluorescens.
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Tabell 7. D6édlighet (%) hos dgg/ephippier samt motsvarande 50-procentig letalitet (LC50,
mediandodlig dos) hos olika arter efter permeabiliserande behandling av integumentet med
kitinas (1 eller 5 mg/mL) och NaOH (0,1 %).

Art/aggmorfologi Behandling LC50 10 20 30 60
(min) min min min min
Daphnia magna (ephippium)* Kitinas (5 mg/mL) 27,6 10 35 67 95
Daphnia magna (ephippium) Kitinas (5 mg/mL) 34,3 0 15 27 44
Acartia tonsa (subitanagg) Kitinas (1mg/mL) 30,4 5 16 24 31
Acartia tonsa (diapauseagg) Kitinas (1mg/mL)  131,6 4 21 44 68
Nitocra spinipes (dggséack) Kitinas (1mg/mL)  134,9/NC 5 8 13 27
Brachionus plicatilis (miktiskt &4gg)  Kitinas (1mg/mL)  NC 2 4 3 5
Daphnia magna (ephippium)* NaOH 23,0 13 35 73 92
Acartia tonsa (subitanagg) NaOH 29,3 12 23 57 81
Nitocra spinipes (aggsack) NaOH 20,0 20 45 75 98
Brachionus plicatilis (miktiskt 4gg)  NaOH 100,9/NC 10 7 25 33
Artemia salina (cystor) NaOH NC 5 0 13 19

*:tilldmpad efter sonikering; NC: ofullstédndig dos—responssamband, LC50 kunde inte beréknas

Tabell 8. Syra- och trypsinbehandlingar forbattrade endast fargamnenas penetration i
begransad utstrackning, med upptag under 15 % for dédcellsfargdmnen och under 8 % for
vitala fargamnen. Med tanke pa den laga effektiviteten jamfért med 6vriga testade metoder
fordes dessa behandlingar inte vidare i det experimentella arbetet.

Art/stadium Behandling Upptag av Anilinblatt (%) Upptag av CFDA (%)
miktiskt agg HCL(0,1 M) 10 5
amiktiskt 4gg HCL(0,1 M) 15 8
veligerlarver HCL (0,2 M) 12 6
miktiskt agg Trypsin (2 mg/mL) 8 3
amiktiskt agg Trypsin (2 mg/mL) 10 5
veligerlarver Trypsin (1 mg/mL) 9 4

3.2.3 Fysiska och kombinerade behandlingar

For att minska de skador som de kemiska behandlingarna orsakade, men dnda for-
bittra integumentets genomtringlighet, provades flera fysiska metoder, mikrovags-
behandling, sonikering och elektroporering, bade var for sig och i kombination med
kemiska behandlingar. Resultaten varierade tydligt mellan olika organismgruppet,
bade nér det giller effekt pd permeabilitet och paverkan pé livskraft.

Elektroporering gav de mest lovande resultaten. Hos rotatoriedgg 6kade upp-
taget av CFDA tydligt, upp till 55 %, samtidigt som dodligheten 6kade mattligt, till
cirka 25 %. For Nitocra spinipes var effekten daremot liten; permeabiliteten 6kade
bara med S %, och for ephippier av Daphnia magna kunde ingen méitbar férbéttring
ses. Dodligheten var ocksa lagre for dessa taxa, 20 % for gg av Nitocra spinipes och
10 % for ephippier av Daphnia magna, vilket tyder pa att de tdlde behandlingen
battre och aterhdmtade sig vil efterat.

Mikrovagsbehandling fungerade daligt. Foérbattringen av permeabiliteten var
liten, medan dédligheten genomgéende var hdg. Hos rotatorier gav behandlingen
endast 20 % permeabilitet, méatt som CFDA-upptag, men orsakade samtidigt omkring
70 % dodlighet. For badde dggsickar av Nitocra spinipes och ephippier av Daphnia
magna férbittrades permeabiliteten inte alls, medan dddligheten uppgick till 85 %
respektive 10 %. Mot bakgrund av dessa tydligt negativa effekter togs mikrovags-
behandling inte vidare i den fortsatta utviarderingen.
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Sonikering gav ojimna resultat. Hos rotatorier varierade forbittringen i perme-
abilitet kraftigt, med ett genomsnitt p& 34 % = 20 %, och detta var samtidigt kopplat
till hog dédlighet. For dggsdckar av Nitocra spinipes och ephippier av Daphnia
magna 6kade permeabiliteten inte alls, medan dédligheten steg till 56 % respektive
10 %. Nar sonikering kombinerades med kitinasbehandling (tabell 5) forstéarktes
dessutom den dodliga effekten av enzymbehandlingen signifikant (GLM: p < 0,05).

Sammantaget var det endast elektroporering som visade viss potential som
metod fOr att 6ka permeabiliteten utan alltfor stora negativa effekter pa livskraften,
och d& framfor allt for rotatoriedgg. Mikrovagsbehandling och sonikering gav
diaremot antingen alltfor svag effekt eller oacceptabelt hog dddlighet. Resultaten
visar darmed att &ven de fysiska behandlingarna innebir en tydlig avvigning mellan
forbattrat fargupptag och bevarad livskraft, och att denna avvigning skiljer sig
mellan olika taxa.

3.3 Utvirdering av infirgningseffektivitet

For att bedoma firgdmnenas prestanda genomfdrdes mikroskopibaserade analyser
av kontrollprover (livskraftiga), behandlade prover (icke livskraftiga) och bland-
prover for ett urval av evertebratigg och embryon. Eftersom vi inte identifierade
nagon forbehandling som samtidigt 6kade integumentets genomtrianglighet och
bevarade organismens livskraft anvdndes ingen sddan behandling i denna del av
arbetet. I stillet inriktades utvirderingen pé representativa arter, med tyngdpunkt
pa organismer med tunnskaliga 4gg for att minska betydelsen av integumentet.
Fargdmnenas prestanda bedémdes utifran fluorescensintensitet, infirgnings-
specificitet och diagnostisk traffsdkerhet. Som referensmetoder anvéndes
klackningsférsok och ATP-métningar. Totalt testades 17 firgdmnen, varav 8 vitala
och 9 dédcellsfargdmnen (tabell 4). Flera av dessa visade potential for vissa arter
eller livsstadier, men inget firgdmne fungerade genomgiende for alla testade
organismer. Nedan sammanfattas resultaten for de mest informativa fargimnena..

3.3.1 Vitala fargamnen

CFDA gav stark fluorescens i livskraftiga subitandgg hos hoppkréftor (figur 9) och
i embryon av vitmaérlor (figur 10), och resultaten stdmde vél 6verens med bade
klackningsgrad och ATP-nivéer (figur 11, figur 12). Hos Nitocra spinipes gav en hog
koncentration CFDA (10 uM) tydlig infargning av livskraftiga dggsidckar, medan 1a4g
koncentration inte gav anvandbara resultat. Infargningen var ocksa tydligt starkare
hos levande honor &n hos déda kontroller (figur 9), vilket visar att firgdmnet under
dessa forh&llanden kunde skilja mellan levande och détt material pa ett tillforlitligt
satt. Samtidigt sags en svag signal (< 15 %) dven i ddda dggsackar, sannolikt till f6ljd
av kvarstaende esterasaktivitet efter dod eller viss autofluorescens. Ingen dterhdmt-
ning observerades hos de déda kontrollerna inom 24 timmar efter behandlingen, och
deras dgg Kklassificerades som helt icke livskraftiga i klickningsforséken (figur 11).
Svag autofluorescens forekom hos ofdrgade honor, men inte i 4ggsédckarna (figur 9).
Hos vitmarlan Monoporeia affinis tringde fairgdmnet 1itt in, vilket sannolikt
hinger samman med det mycket tunna yttre membranet (tabell 2). Ddremot gav
metoden mer &n 50 % falskt positiva resultat, eftersom déda embryon fortfarande
hade tillrdcklig metabolisk aktivitet for att aktivera fluorescensen (figur 10). De
varmeavd6dade embryona uppvisade kvarvarande esterasaktivitet i flera timmar
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efter behandlingen, vilket gav positiv infirgning trots att inga embryon éverlevde
och att nekrotiska fordndringar kunde ses redan nésta dag. Nagra falskt negativa
resultat observerades diremot inte for de livskraftiga embryona, och ingen auto-
fluorescens noterades (figur 10). CFDA gav alltsi en konsekvent signal i livskraftiga
embryon men ett mer svartolkat utfall i icke livskraftiga prover.

Levande agg

Ingen infargning

Figur 9. Hoppkréaftor Nitocra spinipes (honor med dggséackar), fargade med CFDA i hog
respektive lag koncentration.

Infargningen var tydligast vid hog koncentration, medan lag koncentration gav svag eller
utebliven signal. Figuren visar ocksa skillnaden mellan levande kontrollindivider fran kulturen
och varmeavdddade individer. Resultaten visar att CFDA kan ge tydlig infargning av livskraftiga
aggsackar, men att signalstyrkan ar starkt beroende av fargdmneskoncentrationen.

Sammantaget fungerade CFDA vil for infargning av livskraftiga subitanigg hos
hoppkraftor och embryon av vitmérlor, men metoden gav ocksé falskt positiva
signaler i nyss avdddat material, sirskilt hos vitméirlembryon och i viss min hos
hoppkraftdgg. CFDA ar darfor anvindbart som screeningmetod, men mindre
lampligt ndr malet 4r att med hog sdkerhet skilja mellan levande och dott material
direkt efter en desinfektionsbehandling. Resultaten ger ddrmed visst stéd for att
anvinda CFDA for hoppkriftigg, men inte som generell metod for andra stadier.
Att &ven vuxna individer kunde firgas tydligt trots att de inte var livskraftiga dr en
viktig observation for livskraftsbeddmning av djurplankton, 4ven om den inte stod
i fokus for denna studie.
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Doda agg Levande agg

TO-PRO™-1

CFDA

Ingen infargning

Figur 10. Embryon av vitméarlan Monoporeia affinis, extraherade fran marsupiet, fargades med
TO-PRO-1-jodid (6vre panelen) och CFDA (mellersta panelen).

Den nedre panelen visar ofdargade embryon i genomfallande ljus, med ett vdrmeavdédat
nekrotiskt embryo till vdnster och friska, livskraftiga embryon till hdger.

Neutralrétt fungerade mycket val for veligerlarver av Mytilus spp. och Macoma
balthica insamlade i Ostersjon. Mer dn 96 % av de livskraftiga individerna firgades
efter tre timmars exponering (figur 13). Den tydliga rosa firgen hos levande, aktivt
simmande veligerlarver kunde l14tt observeras i ljusmikroskop, medan ingen infirg-
ning sags hos déda individer. For dgg fran andra taxa fungerade firgimnet ddremot
déligt, sannolikt eftersom dessa saknar utvecklade lysosomer och dessutom skyddas
av ett ogenomtringligt chorion. Den langa infirgningstiden begrinsar ocksi
anvandbarheten i falt. Exempelvis var infirgningen av hoppkréftigg inkonsekvent;
endast omkring 10 % visade svag fargretention och nigon tydlig koppling till
klackningsgrad kunde inte ses.

Den positiva funktionen hos neutralrott i veligerlarver kan férklaras av aktiv
lysosomal funktion (Repetto m.fl., 2008), som gor att fargdmnet ansamlas i sura
organeller. Hos dgg saknas daremot ett sddant system, vilket sannolikt forhindrar
motsvarande ansamling. Dessutom kan dggskal eller chorion ha fungerat som en
fysisk barriar mot fargimnet, &ven om detta inte kunde verifieras sékert eftersom
lysosomal aktivitet var svag eller saknades. Resultaten visar darfor att neutralrdtt
ar lampligt for bedomning av livskraften hos veligerlarver och moéjligen dven andra
fodosdkande och simmande bentiska larver som upptrider som plankton, men
inte for icke-rorliga och metaboliskt vilande stadier som agg.
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Ovriga vitala firgdmnen, sdsom SYTO 9, MitoTracker, PicoGreen och DAPI, visade
l14g eller obefintlig funktion i 4gg med utvecklade integument. SYTO 9 kunde inte
skilja mellan livskraftiga och icke livskraftiga hoppkréaftagg eller vitmarlembryon,
medan MitoTracker ibland gav falskt positiva signaler men Overlag inte fungerade
som indikator pa livskraft (figur 14). Den MitoTracker-signal som sags i virme-
avdodade 4gg berodde sannolikt inte pa biologisk aktivitet utan pa ospecifik bind-
ning till skadat eller forandrat dggskal, vilket gav upphov till fluorescensartefakter.
For Hoechst 33342, DAPI och PicoGreen sags ingen penetration alls, inte ens i
permeabiliserade 4gg.

Sammanfattningsvis var CFDA och neutralrétt de mest lovande vitala
firgdmnena, men deras anvandbarhet var tydligt begridnsad till vissa taxa och
utvecklingsstadier. CFDA riskerar att ge falskt positiva resultat i nyligen avdddat
material, medan neutralrott inte fungerar for icke-rorliga stadier.
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Figur 1. Klackningsgrad for Nitocra spinipes-agg samt andel normala embryon hos Monoporeia
affinis i kontrollprover och efter vdrmebehandling.

44



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7185
Mot tillférlitlig bedomning av livsduglighet hos motstandskraftiga livsstadier av ryggradsldsa djur i barlastvatten

Nitocra Monoporeia
% %
100+ 250
[
80 . 200- -
ol
C
& 60 150 ° H
[ SR S T LI
~— | ® _
3 40 ° e 100 : %e _z_:_._
x [
20 b 50+ g
L ] [ X ]
0 T 0 T T
Brachionus Cercopagis
ok K K
100- — 250
°, %% %k %
80 e 200
I —s ®e
G 60 150 "-'—8 s
(2]
= [ ]
5 40 ¢ 100
z .
20— & 50—
[ ] [ ] ' ®
e®
0 . 0

T T |
Kontroll Behandlad Kontroll Behandlad

Figur12. ATP-nivaer i 4gg och embryon fran Nitocra spinipes, Monoporeia affinis, Brachionus
plicatilis och Cercopagis pengoi i kontrollprover och behandlade prover.

Levande veligerlarver Ddda veligerlarver

Ingen farg

Neutralrott

Figur13. Neutralr6tt som indikator pa livskraften hos veligerlarver av musslor. Levande veliger-
larver (vénstra kolumnen) uppvisar tydlig infargning med neutralrétt, medan déda veligerlarver
(hogra kolumnen) saknar motsvarande infargning.

Ovre raden visar prover utan infirgning, och nedre raden visar prover efter behandling med
neutralrétt. Resultaten visar att fargamnet effektivt skiljer mellan levande och déda veligerlarver.
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Figur 14. Misslyckad infargning av 4gg med intakta integument. Kontrollproverna har inte
utsatts fér ndgon behandling. Behandlade prover har avdédats med varme.

Den aura-liknande infargningen beror pa att ett fluorescerande fargamne (t. ex. PicoGreen,
Hoechst 33342 eller SYTO 9) inte kunnat tranga in tillrackligt. Den rodaktiga fargen i det
behandlade provet som fargats med MitoTracker (ett vitalt fargamne) ar ett falskt positivt
resultat. Korrekt infargning med MitoTracker sags endast hos cirka 30 % av de snabbt
utvecklade hoppkraftaggen (6vre vanstra panelen).

3.3.2 Ddodcellsfargdmnen

TO-PRO-1-jodid gav stark fluorescens i virmeavdddade hoppkriftigg och embryon
av vitmérlor, med tydligt hégre signal 4n i levande 4gg (medelvarde 120,5 * 5,2
jamfort med 15,3 = 2,1; p < 0,001; figur 15). Mer &n 60 % av de ddda dggen firgades,
medan signalen i levande kontroller var 1ag, vilket visar god specificitet. Diremot
fungerade firgdmnet inte for vilstadier med kraftigt skyddande strukturer, sdsom
ephippier och vildgg hos hoppkriftor.

Hos Nitocra spinipes firgades bade de doda honorna och deras dggsickar
(figur 15), men signalen var starkast i de icke livskraftiga 4ggen. Firgningen av honans
kropp var svagare, och signalen i levande kontroller var minimal. TO-PRO-1:s forméga
att tringa in i 4ggskal hos doda dgg speglar sannolikt att membranintegriteten bryts
ned vid celldéd, vilket gor att fargdmnet kan binda till nukleinsyror. Fluorescens-
signalen i d6da 4gg var dessutom stabil mellan olika behandlingar, utan négra signi-
fikanta skillnader mellan kemiskt avddédade och UV-avdddade agg (p = 0,45, ANOVA;
data visas €j).

Resultaten visar att TO-PRO-1 dr en tillforlitlig markor for att identifiera icke
livskraftiga 4gg (tabell 9). Samtidigt begriansas anvindbarheten av att fairgdmnet
inte kan trénga in i 4gg med vélutvecklade integument, sdsom ephippier och viligg
hos hoppkréftor. Dessutom gav excitation vid cirka 500 nm viss autofluorescens
fran hoppkriftornas kitinosa exoskelett (figur 16), &ven om detta inte utgjorde nigot
storre problem vid mikroskopibaserad analys eftersom signalnivan 1ag i niva med
den hos levande kontroller.

Anilinblatt, analyserat i genomfallande ljus, fargade ddda rotatoriedgg och
hoppkraftors dggsickar med stark kontrast och mycket fa falskt positiva resultat
(<10 %) (figur 17). Firgdmnet visade viss selektiv affinitet till Aggsidckarna, men for
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att fa tydlig och jamn infargning av sjdlva dggen kravdes langre exponeringstid. Hos
viarmeavdddade hoppkréftor var firgningen av kKroppen heterogen, vilket sannolikt
speglar skillnader i vivnadernas genomtrianglighet. Hos levande individer sigs viss
fargning i mun- och tarmregionen till f6ljd av att kristaller av anilinblatt tagits upp
under infargningen, men detta piverkade inte bedomningen av 4ggens livskraft.

Bildanalysen visade att fargintensiteten i 4ggsdckarna hos Nitocra spinipes var
signifikant hogre i virmeavdddade prover dn i levande kontroller (medelvérde + SD:
150 = 20 AU jamfort med 30 + 10 AU; p < 0,001, t-test). Detta visar att anilinblatt
har stark affinitet till Aggsadcksstrukturer hos icke livskraftiga 4gg, sannolikt darfor
att virmebehandlingen 6kat genomtrangligheten eller férindrat den strukturella
integriteten. Hos levande individer var firgintensiteten lag, &ven om viss variation
forekom beroende pa ljusférhallanden i synféltet och firgning i tarmregionen néra
aggsickarna.

FOr rotatoriedgg var fargintensiteten ocksa signifikant hégre i virmeavdodade
prover dn i levande kontroller (45 + 13 AU jamfort med 21 = 8 AU; p < 0,05, t-test).
Skillnaden var dock mindre 4n fér Nitocra, vilket tyder pa att anilinblatt har svagare
affinitet till denna dggtyp, mojligen pa grund av lagre permeabilitet eller 1agre
proteininnehéll.

Resultaten visar bade mojligheter och begransningar for anilinblatt vid bedém-
ning av dggens livskraft. Under fluorescensmikroskopi var signalnivaerna likartade
i behandlade och obehandlade prover, vilket visar att fluorescensbaserad detektion
inte ar 1amplig for detta fargimne. En fortsatt optimering av protokollet kan méjligen
forbattra firgningens homogenitet och traffsikerhet.

Ovriga dédcellsfirgimnen som testades - propidiumjodid, SYTOX Green,
Trypanblatt och 7-AAD - kunde inte tringa igenom dggens integument, inte ens i
viarmeavdddat material. Deras molekylidra egenskaper, sdsom storlek, laddning och
hydrofilicitet, har sannolikt férhindrat diffusion genom téta, tvirbundna strukturer
som ephippier och vildggsskal. TUNEL-analysen, som annars dr anviandbar for att
pavisa apoptotiska celler, beddmdes inte vara tillimpbar for 4gg p& grund av stora
reagensmolekyler och ett tekniskt komplicerat protokoll. Ingen signal kunde detekt-
eras i de fa férs6k som genomfordes, och metoden togs darfor inte vidare.

Sammanfattningsvis var TO-PRO-1 och anilinbléatt de mest anvindbara dédcells-
fargdmnen. De fungerade for att identifiera détt material hos taxa med mer genom-
trangliga integument, men var inte anvindbara for stadier med kraftigt utvecklade
skyddsstrukturer.

Tabell 9. Infargningseffektivitet for TO-PRO-1-jodid i testprover med virmeavdédade hopp-
kraftor (D6da; 100 %), kontrollprover (Levande; 100 %) samt ett blandprov bestaende av 50 %
levande och 50 % déda individer. Utfallet av infargningen angavs som andelen individer (%)
med tydlig, starkt gron fluorescens.

Provtyp Andel i provet (%) Infargade (%) Ej infargade (%)
Doéda 100 94 5,9

Blandprov 50/50 50 55 45

Levande 100 25 75

47



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7185
Mot tillférlitlig bedomning av livsduglighet hos motstandskraftiga livsstadier av ryggradsldsa djur i barlastvatten

TO-PRO™-1
Sy 500nM 100nM

Kontroll

Behandlad

Figur 15. Hoppkraftor Nitocra spinipes (honor med &ggséackar), fargade med TO-PRO-1-jodid

i olika koncentrationer. Kontrollproverna utgjordes av levande honor fran kulturen, medan
de behandlade proverna bestod av varmeavdddade individer som exponerats i 3 minuter vid
90 °C i vattenbad. Den optimala testkoncentrationen var 1 uM, vilket framgéar av den starka
och jamna fluorescensen, medan de levande kontrollerna uppvisade endast minimal inférg-
ning vid samtliga testade koncentrationer.

Kontroll Behandlad

To-Pro-1 jodid

Ingen infargning

Figur 16. Infargningen med TO-PRO-1-jodid i kontrollproverna (levande honor med adggséckar)
var signifikant lagre &n i de virmeavdddade honorna och skilde sig statistiskt inte fran
autofluorescensen hos de oférgade individerna, oavsett deras livskraftstatus.

Futofluorescensen i 4ggséckarna var genomgaende lagre an fluorescensen fran honans kropp.
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Behandlad Kontroll

5 % Anilinblatt

Ingen infargning

Figur 17. Infargning av vdirmeavdédade (behandlade) och levande (kontroll) Nitocra spinipes
samt Brachionus plicatilis med 5 % Anilinblatt.

Aggséckarna hos de varmeavdédade individerna fargades tydligt bla, vilket visar att Anilinblatt
har selektiv affinitet till Aggsacksstrukturer. Kontrollproverna och de ofargade individerna upp-
visade daremot ingen synlig infargning, med undantag for munregionen (6vre higra panelen),
vilket tyder pa att kristaller av Anilinbl&tt kan ha tagits upp under infargningsproceduren. Aven
enskilda dgg (hjuldjur; hégra panelen i gruppen Behandlade) uppvisade tydlig infargning.

34 Jamforelse med BallastWISE-systemet

For att bedoma om fluorescensbaserad livskraftsanalys kan anvindas under de
forhé&llanden som rader vid hamnstatskontroll utvirderades de fairgdmnen som
fungerat bist i laboratorieforséken (CFDA, TO-PRO-1-jodid och Anilinblatt) i
BallastWISE-systemet. For CFDA och TO-PRO-1-jodid &tergav BallastWISE i stort
sett de fluorescensmonster som observerats vid mikroskopering, men metodens
diagnostiska sikerhet begrdnsades av instrumentets nuvarande filterinstillningar
och av bakgrundsfluorescens. Resultaten visar darmed att systemet har tydlig
potential fér denna typ av analys, men ocksa att tekniska anpassningar kravs for
att metoden ska fungera tillforlitligt i praktisk tilldimpning.

3.4.1 Instrumentanpassningar som genomfdérdes inom
VIABLEGG-projektet

For att BallastWISE-systemet skulle kunna anvindas for livskraftsbeddmning av
icke-rorliga stadier hos ryggradsldsa djur genomfordes flera instrumentanpass-
ningar. Systemet var ursprungligen utvecklat for att detektera autofluorescerande
plankton och anvinder darfor en excitationskélla vid 420 nm samt ett emissions-
filter med hogpass vid 590 nm (figur 2). Denna konfiguration var mindre 1amplig for
CFDA och TO-PRO-1-jodid, eftersom dessa fargdmnen emitterar i det gréna omradet
av spektrumet (510-540 nm) och ddrmed till stor del ligger utanfor standardfiltrets
detektionsomrade. Instrumentets graskalekamera begridnsade dessutom mojlig-
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heten att tolka fargspecifika signaler som under vanlig mikroskopering hade kunnat
underlitta detektion av infargning med Anilinblatt.

For att forbattra anpassningen till dessa firgimnen inférdes inom projektet en
andra excitationskanal vid 500 nm. Dirigenom uppnaddes béttre 6verensstimmelse
med excitationsspektra for CFDA och TO-PRO-1. Det befintliga emissionsfiltret
(2 590 nm) kunde diaremot inte bytas ut inom den aktuella testuppstéllningen, vilket
innebar att gron fluorescens — dar dessa firgdmnen har sitt starkaste emissions-
maximum endast fingades upp delvis. En del av signalen kunde fortfarande
registreras genom spektral 6verlapp, men en stor del ddmpades eller forskots,
vilket minskade bade kontrast och diagnostisk tydlighet.

Trots denna begrinsning kunde systemet registrera 6vergripande skillnader i
fluorescensintensitet mellan levande prover infargade med CFDA och déda prover
infirgade med TO-PRO-1. Det visar att de grundldggande principerna fér infirgnings-
baserad livskraftsbedomning dr forenliga med automatiserad bildanalys. Att dessa
skillnader kunde urskiljas trots icke optimala filterinstallningar dr lovande och visar
att instrumentet har potential att anpassas for detta &ndamal.

Vid hamnstatskontroll, dir provvolymerna ofta 6verstiger 50 mL och resultaten
maste kunna tas fram snabbt, har BallastWISE tydliga férdelar genom sin mojlig-
het till realtidsanalys. For att systemets potential ska kunna utnyttjas fullt ut
rekommenderas ytterligare tvd anpassningar: dels att alternativa eller utbytbara
emissionsfilter infors, sirskilt i intervallet 480-550 nm, for att mojliggdra analys
av fairgdimnen med gron fluorescens, dels att provgenomstromning och flodesvigar
optimeras sa att storre volymer kan hanteras effektivt utan att upplésning och objekt-
detektion forsdmras. Det gér inte att 4ndra eller ta bort 590 nm-filtret under pigéende
analys, men ytterligare hdgpassfilter skulle kunna installeras och anvindas. Med
sadana forbattringar bor BallastWISE kunna anpassas for hogkapacitetsbaserad
livskraftsbeddmning inom hamnstatskontroll.

3.4.2 Fargamnenas prestandai
BallastWISE-utvarderingarna

Fargdmnenas prestanda, CFDA (vitalfargdmne) och TO-PRO-1-jodid (d6dcellsféarg-
amnen), skilde sig tydligt mellan laboratoriebaserad mikroskopi och analyser med
BallastWISE. Resultaten visar badde mdjligheterna och de nuvarande begriansningarna
med att anvinda automatiserade system for livskraftsbedémning av icke-rorliga
stadier. Bada fargdmnena bedémdes ha potential for anvindning inom hamnstats-
kontroll, men BallastWISE-systemets optiska konfiguration, provens egenskaper och
bakgrundsfluorescens paverkade bade signalstyrkan och méjligheten att skilja mellan
levande och déda individer.

For CFDA var skillnaden mellan levande och déda individer tydlig vid
mikroskopibaserad analys, dir infargningseffektiviteten éversteg 90 % och
fluorescenssignalen var ungefér tolv gdnger hogre i levande organismer, i enlighet
med fargimnets enzymatiska aktivering. I BallastWISE minskade denna kontrast
daremot till omkring 1,6 gdnger, med stor variation mellan proverna. Variationen
kan kopplas till provens kondition, barridreffekter frdn integumentet och att
detektionsforhillandena inte var optimala.

Ett liknande monster sags for TO-PRO-1-jodid. Vid mikroskopering var
fluorescenssignalen ungefir tio gdnger hdgre i déda &n i levande prover, medan
skillnaden i BallastWISE endast uppgick till cirka tre ginger. Aven hir dverlappade
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signalnivierna delvis mellan grupperna. For Anilinblatt, som fungerade vil i ljus-
mikroskopi, gick det ddremot inte att gora nagon meningsfull utvirdering i Ballast-
WISE, eftersom fargdmnets spektrala egenskaper inte passade instrumentets optiska
instillningar. Bakgrundsfluorescens, sirskilt i behandlade prover och i 4gg med
komplex struktur, forsvarade dessutom den automatiserade detektionen ytterligare.
Resultaten visar sammantaget att sikrare livskraftsbeddmningar i regulatoriska
sammanhang Kréaver bittre filteranpassning, protokoll som ar optimerade f6r
respektive firgimne och mojligen kombinationer av olika analysmetoder.

Fluorescensresponsen hos de infargade prover som analyserades med Ballast-
WISE uppvisade O0verlag stor variation (figur 19). Denna variation gjorde det svart att
pa ett tillforlitligt sitt skilja mellan levande och d6da organismer (figur 20), vilket
begriansar mojligheten att dra sékra slutsatser om firgdmnenas faktiska prestanda.
Nedan foljer en bedomning av resultaten for respektive fargadmne.

Ofirgade kontroller. Fluorescensintensiteten i de ofargade kontrollerna
var likartad i levande (27 = 0,2) och ddda prover (28,5 = 16,5), vilket visar att auto-
fluorescens ir ett betydande problem. Att testorganismerna uppvisade en tydlig
bakgrundsfluorescens, sérskilt med stor variation i de déda proverna, forsvirar
tolkningen av vilken del av signalen som faktiskt harror frin firgdmnet. Auto-
fluorescens behover darfor alltid beaktas for att firgspecifika signaler ska kunna
tolkas korrekt.

CFDA. Infargning med CFDA resulterade i hogre medelfluorescens i levande
prover (53 + 4,6) 4n i doda (32,6 * 6,4), vilket 6verensstimmer med att firgdmnet
aktiveras i metaboliskt aktiva celler. Samtidigt var variationen stor och signalinter-
vallen 6verlappade delvis, vilket begrdnsar mdjligheten att anvdnda fargdmnet f6r
sdker klassificering av enskilda individer. Resultaten tyder 4nda pa att CFDA kan
ha viarde som indikator pa relativ livskraft pa gruppniva, 4ven om den diagnostiska
sdkerheten p4 individniva ar otillrdcklig i systemets nuvarande form.

TO-PRO-1-jodid. For detta fairgdmne registrerades hogre fluorescens i doda
prover (66,8 £ 17,4) dn i levande (22,8 * 3,9), vilket stimmer med att firgdmnet bara
ska kunna ta sig in i celler med skadade membran. Skillnaden mellan grupperna
var tydligare dn for CFDA, men 6verlappning och variation férekom &ven hér.
TO-PRO-1-jodid framstar darfér som mer lovande for automatiserad detektion av
déda organismer, men resultaten visar samtidigt att ytterligare optimering kréavs
innan metoden kan anvindas robust.

Anilinblatt. For Anilinblatt gick det inte att urskilja nagon tydlig skillnad mellan
levande och déda prover i BallastWISE. Detta stdmmer med de optiska begrdnsningar
som identifierades i systemet. Firgimnet fungerade under ljusmikroskopi, men
eftersom BallastWISE dr utvecklat for fluorescensbaserad detektion och anvénder en
graskalekamera kunde signalen inte aterges pa ett anvandbart sétt. Metoden beddms
darfor inte vara tilldmpbar i systemets nuvarande konfiguration.

Sammantaget visar resultaten att BallastWISE kan registrera 6vergripande
skillnader mellan levande och déda prover ndr CFDA och TO-PRO-1-jodid anvands,
men att variationen i signalstyrka och den hdga bakgrundsfluorescensen fortfarande
begrénsar metodens tillforlitlighet. TO-PRO-1-jodid gav den tydligaste separationen
mellan grupperna och framstar darfér som det mest lovande alternativet fér fortsatt
utveckling inom automatiserad livskraftsbedomning.
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Figur 18. Relativ fluorescensintensitet (x-axeln) fér de testade fargamnena (Anilinblatt, CFDA
och TO-PRO-1-jodid) applicerade pa prover med hoppkréaftor och hinnkraftor samt fér ofargade
prover (det vill saga autofluorescens).

| diagrammen markerar det réda krysset ()X) datapunkter fér déda individer, medan den gréna
bocken (&) markerar levande individer. Boxarna anger 25:e och 75:e percentilen, medel- och
medianvérden markeras med vertikala linjer och minimi- respektive maximivarden med
horisontella linjer.

Genomfallande ljus Bla filter (530 + 30 nm) Gron filter (>560 nm)

Figur 19. Hjuldjursagg fargade med TO-PRO-1 och avbildade i mikroskop med olika filter for att
tydliggdra infargningsmonstret.

Den vanstra panelen visar dggen i genomfallande ljus, dar deras dvergripande struktur och
inbérdes placering framgar. Den mellersta panelen visar &ggen med blé&filter (530 + 30 nm), vilket
framhaver den fluorescens fran TO-PRO-1 (emissionstopp 533 nm) som avges i permeabiliserade
celler. Den hogra panelen visar 4ggen med gront filter (> 560 nm), vilket registrerar den dominer-
ande roda fluorescenssignal som TO-PRO-1avger i den roda delen av spektrumet. Bilderna visar
att visualiseringen av TO-PRO-1-inférgningen &r starkt beroende av vilket filter som anvéands.
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Pilspetsarna i den mellersta panelen markerar tva 4gg som huvudsakligen syns som gréna men
inte framtrader med gront filter, eftersom den réda delen av det emitterade ljusspektrumet ar
for svag for att kunna observeras i den hégra panelen.

Levande Ddoda Levande Doda
(@]
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()
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£

Daphnia Daphnia Mixed sample

e g
: 2
e &

Nitocra Daphnia Daphnia

Figur 20. Levande och déda djurplanktonindivider (Nitocra spinipes, Daphnia magna och en
blandning av dessa) fargade med CFDA, TO-PRO-1-jodid eller Anilinblatt samt motsvarande
oféargade kontroller, tagna med BallastWISE-systemet.

Varje par med levande och d6da individer avbildades vid samma excitationsvaglangd (420
eller 500 nm). CFDA och TO-PRO-1-jodid gav fluorescensmdnster som gjorde det majligt att
skilja mellan levande och d6da individer, medan signalerna fran Anilinblatt och de ofargade
kontrollerna 6verlappade, vilket speglar problem med bakgrundsautofluorescens och bristande
filteranpassning. Fér denna figur valdes de bildpar som gav tydligast kontrast mellan levande
och déda individer. Den faktiska variationen i infargningsintensitet visas i figur 19.
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4. Slutsatser och
rekommendationer

VIABLEGG-projektet har bidragit med viktig ny kunskap om en komplex och
angeligen friga inom barlastvattenhantering: hur livskraft hos icke-rorliga livsstadier
hos ryggradslosa djur kan bedémas. Genom en bred utvirdering av infargnings-
metoder, provberedning och analytiska verktyg har projektet byggt upp ett unikt
underlag och en praktisk erfarenhetsbas som utgdr en stabil grund for fortsatt metod-
utveckling och vidareutveckling av regelverk.

Projektet etablerade en robust experimentell plattform, prévade ett stort antal
infargningsmetoder och gav viktiga insikter om de biologiska och tekniska begréans-
ningar som forsvarar utvecklingen av generella metoder for livskraftsbedémning.
Den systematiska utvirderingen av fargdmnen och provberedningsprotokoll, liksom
kombinationen av mikroskopi, metabola indikatorer och hdgkapacitetssystem
sasom BallastWISE, innebér viktiga metodologiska framsteg.

Samtidigt visade projektet tydligt att det for ndrvarande inte dr realistiskt att
ta fram en generellt tillimplig och tillforlitlig metod f6r livskraftsbeddmning av
hardskaliga, icke-rdrliga stadier. Aven om CFDA och TO-PRO-1-jodid fungerade
val for vissa taxa gav inget firgdmne tillrackligt tillforlitliga resultat for alla testade
livsstadier. Den stora variationen i integumentens uppbyggnad och genomtringlig-
het, tillsammans med den 14ga metaboliska aktiviteten hos ménga vilstadier, utgdr
stora hinder bade for infargning och for detektion. Till och med de mest lovande
fargdmnena, sdsom CFDA och TO-PRO-1-jodid, gav ojimna resultat mellan olika
taxa och fungerade inte fér inkapslade eller diapauserande stadier. Behovet av
omfattande forbehandling for att forbattra firgdimnenas penetration ledde dess-
utom ofta till minskad livskraft eller till artefakter.

Resultaten visar alltsa bade problemets komplexitet och begrdnsningarna
i dagens metoder, men de ger ocksa en tydligare riktning fér det fortsatta arbetet.
En central slutsats dr att effektiva vitala firgdmnen behovs for att livskraftiga,
icke-rorliga stadier ska kunna identifieras pa ett tillforlitligt satt dvs ndgot som
morfologiska eller ATP-baserade proxyvariabler inte kan astadkomma. I stillet for
att efterstrdva en universell 16sning boér fortsatt forskning och framtida reglerings-
arbete inriktas pi art- eller gruppspecifika metoder for livskraftsbedémning,
baserade pa vitala fairgimnen och utvecklade med realistiska forvintningar pa
hur de kan anvdndas inom hamnstatskontroll och i regulatoriska sammanhang.
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4.1 Behovet av vitala firgdmnen for att
uppfylla kraven i regel D-2

Regel D-2 i BWMC kréaver att koncentrationen av livskraftiga organismer i barlast-
vatten kan bestdmmas pa ett korrekt sitt for att efterlevnad ska kunna verifieras
och biologiska invasioner férebyggas. Dodcellsfirgimnen, som anvinds f6r att
identifiera icke livskraftiga organismer, kan visserligen vara anvindbara for att

till exempel beddma behandlingseffektivitet, men de ger inte tillrdckligt underlag
for att uppfylla regelverkets krav pa att faststilla koncentrationen av livskraftiga
organismer. I teorin skulle skillnaden mellan det totala antalet organismer fore
infargning och antalet icke livskraftiga organismer efter infirgning kunna anvindas
som ett indirekt matt pa antalet livskraftiga organismer. I praktiken ar detta dock
forenat med flera problem och regulatoriska svéarigheter (Outinen m.fl., 2024), vilket
gOr att metoder som enbart bygger pa dodcellsfirgdimnen inte r tillrickliga for
efterlevnadskontroll.

» For det forsta ger de inte ett tillrdckligt tydligt underlag for att visa efterlevnad.
Regel D-2 ar uttryckligen inriktad pa kvantifiering av livskraftiga organismer,
och identifiering av icke livskraftiga individer ger inte direkt information om
den livskraftiga delen av populationen.

« For det andra skapar denna typ av indirekt tolkning osédkerhet i tillsynsarbetet.
Tillsynsmyndigheter behdver tydliga och forsvarbara underlag for att kunna
fatta konsekventa beslut.

« For det tredje 4r sddana arbetssétt operativt komplicerade, eftersom de kraver
noggrann totalrdkning, efterféljande infirgning och en metodik som &r tillrackligt
robust for att fungera under faltféorhéllanden. Den typen av komplexitet dr svar att
forena med de krav pa snabbhet, enkelhet och robusthet som géller vid praktisk
hamnstatskontroll.

Mot denna bakgrund ar det nédvandigt att utveckla direkta metoder som kvanti-
fierar just livskraftiga organismer.

4.2 Sarskilda rekommendationer

VIABLEGG-projektet har tydliggjort problemets omfattning och samtidigt visat
att det finns praktiskt anvindbara angreppssitt for vissa utvalda taxa, &ven om en
generell metod fortfarande ligger utom rackhéll. Resultaten bor darfér anvindas
bade for att forbattra befintliga protokoll och for att utforma framtida 16sningar
inom barlastvattenhantering. Lovande metoder bor dessutom testas mellan olika
laboratorier och under olika miljéforhallanden for att sdkerstilla reproducerbarhet
och robusthet.
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4.21 Forforskning

Utvecklingen bor i forsta hand inriktas pa taxonspecifika metoder. Den
stora strukturella och biokemiska variationen mellan olika icke-rorliga livsstadier,
sdrskilt viligg och inkapslade former, gor att arbetet bor limna ambitionen att
hitta en universell metod. I stéllet bor verktyg for livskraftsbedomning tas fram for
specifika taxa eller funktionella grupper som r sarskilt relevanta for 6vervakning
och hantering av barlastvatten. Metoder som bygger pa osmotisk obalans (Zirbel
m.fl., 2007) visar ocksa att cellkidrnor i formalinfixerade hoppkriftigg kan firgas
med semipermeabla fairgdimnen som DAPI och PicoGreen utan att chorion férstors.
Detta kan ge en anviandbar utgdngspunkt i sokandet efter birare for firgimnen
och andra angreppssitt som underlittar passage genom iggskalet.

Infirgningsprotokollen behéver samtidigt forbittras och breddas.
Forskningen bor fokusera pA kombinationer av forbehandling och infargning som
mojliggor tillforlitlig livskraftsbeddmning utan att provets integritet forsdmras. Det
innebér bland annat att enzymatiska och kemiska behandlingar beh&ver férfinas s&
att genomtringligheten 6kar pa ett kontrollerat och reproducerbart sétt, samtidigt
som bakgrundsautofluorescens minskas. Kombinationer av flera firgimnen och
nya sitt att leverera fairgdmnen, till exempel med hjalp av nanopartiklar (Shin
m.fl., 2022), kan ocksa ge en mer komplett bild av variationen i livskraft inom ett
prov. En kombination av TO-PRO-1 och CFDA Kkan till exempel ge kompletterande
information om membranintegritet respektive metabol aktivitet (Gorokhova, 2010;
Gorokhova m.fl., 2012).

Det finns ocksa skil att undersoka andra indikatorer pa livskraft dn firg-
ning. Biomarkoérer som metabol enzymaktivitet eller induktion av stressproteiner
skulle kunna ge mer kinsliga och stadieanpassade matt pa livskraft, férutsatt att
snabba analyser kan utvecklas for anvindning inom hamnstatskontroll.

Slutligen bor automatiserad och halvautomatiserad analys vidare-
utvecklas. Bildanalysverktyg med hég kapacitet, sdisom de som anvénds i Ballast-
WISE, bor anpassas for objektiv kvantifiering av infargningsrespons. Algoritmer som
kdnner igen specifika taxa och fluorescensmonster kopplade till livskraft kan minska
operatdrsberoende och bidra till 6kad standardisering.

4.2.2 For hamnstatskontroll av barlastvatten

Dar det &r mojligt bor livskraftsindikatorer baserade pa fargdmnen integreras i
efterlevnadskontrollen. Aven om firgimnen som CFDA och TO-PRO-1-jodid inte ger
tillforlitliga resultat for alla taxa och alla dggtyper, sarskilt inte fér diapauserande
eller inkapslade stadier, utgor de ett vardefullt komplement till de indikativa analys-
metoder som redan anvinds inom hamnstatskontroll. Nar de anvinds for taxa

dir prestandan har validerats kan de bidra till snabba och praktiskt genomforbara
bedémningar av livskraft och hjélpa till att identifiera prover med férhojd risk som
bér undersokas vidare. Deras anvindning bor darfér uppmuntras som en praktisk
avvigning mellan snabbhet, tillginglighet och diagnostiskt virde, men med tydlig
vagledning om tolkning och begrinsningar.

Det finns ocksa behov av att utveckla praktiska arbetsfloden dir fargning
kombineras med mikroskopi eller annan bildanalys och med verktyg for klassi-
ficering. Halvautomatiserade arbetssitt av detta slag kan utgoéra en rimlig kompro-
miss mellan genomférbarhet och noggrannhet. Pilotforsok vid utvalda hamnar kan
bidra till att definiera vilka operativa protokoll och logistiska 16sningar som kréivs.
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For att sddana metoder ska fungera i praktiken behover inspektorer dessutom
utbildas i att kinna igen relevanta taxa och tolka signaler fran livskraftsbedom-
ningen. Effekten av varje infargningsmetod 4r beroende av att ritt livsstadier
identifieras och att resultaten tolkas pa ett konsekvent sitt. Det boér darfor tas fram
utbildningsmaterial och vigledningar som stirker enhetlighet och tillforlitlighet
itillsynen.

4.2.3 Forregulatoriska myndigheter

Végledningar och protokoll boér uppdateras sa att de béttre aterspeglar de begréans-
ningar som finns vid bedémning av icke-rorliga stadier och sé att rekommendationer
om kompletterande metoder, exempelvis vital infirgning, inkluderas. Regel D-2 bor
ta hinsyn till begrinsningarna i dagens metoder for livskraftsbeddmning, sarskilt
for icke-rorliga livsstadier. Nuvarande regelverk inom BWMC bygger i hog grad pa
storleksbaserade gransvarden for livskraftiga organismer. VIABLEGG-projektet visar
dock att d4gg som ser likadana ut och tillhor samma storleksklass 4nda kan skilja sig
kraftigt at i faktisk livskraft.

Med tanke pé dessa metodologiska begrinsningar kan det ocksé vara motiverat
att infora interimistiska beddmningskriterier eller beslutstdd for icke-rorliga stadier.
Ett sidant arbetssétt skulle kunna bygga p4 en samlad bevisvirdering dir infirgning,
morfologiska bedémningar och metabola indikatorer vdgs samman.

Det finns dessutom ett tydligt behov av internationell harmonisering. For att
sdkerstilla enhetlig efterlevnadskontroll och jaimférbara data mellan hamnar och
regioner kravs samordning mellan Iinder och organisationer. Organ som HEL-
COM, IMO och ICES bér darfor involveras i arbetet med att etablera gemensamma
protokoll och en central databas ¢ver validerade metoder for anvindning av vitala
fargdmnen och forbehandling, anpassade till prioriterade taxa. Det behovs ocksa
interkalibreringar och gemensamma utbildningsinsatser mellan nationella tillsyns-
myndigheter for att stirka reproducerbarhet och harmonisering.

57



NATURVARDSVERKET RAPPORT 7185
Mot tillférlitlig bedomning av livsduglighet hos motstandskraftiga livsstadier av ryggradsldsa djur i barlastvatten

5. Tack

Vi vill rikta ett varmt tack till vara kollegor vid Institutionen for miljévetenskap
(ACES), Stockholms universitet, for stdd i laboratoriearbetet och vid uppbyggnaden
av experimentella system under hela projektet. Vi tackar ocksa vara samarbets-
partner vid Institutionen for ekologi, miljé och botanik (DEEP), Stockholms
universitet, for hjalp med insamling av plankton och bottenlevande ryggradslosa
djur fran olika faltlokaler.

Ett sarskilt tack riktas till FoU-teamet vid Alfa Laval for vardefulla bidrag under
metodutvecklingen, bland annat praktiska synpunkter pa provtagningsfléden
och systemintegration. Vi vill ocks&d uppmérksamma HELCOM:s expertgrupp for
frammande arter, vars aterkoppling bidrog till att knyta vart arbete till pAgdende
policyutveckling.

Vi tackar vidare granskarna av denna rapport for konstruktiva synpunkter som
har bidragit till att fortydliga och stdrka framstéllningen av vara resultat.

Slutligen vill vi uttrycka var uppskattning fér det ekonomiska och administrativa
stéd som Naturvirdsverket och Formas har gett och som gjorde projektet mojligt.
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Mot tillforlitlig bedomning
av livsduglighet hos
motstandskraftiga livsstadier
av ryggradslosa djur

i barlastvatten

Denna rapport redovisar resultaten fran VIABLEGG-projektet, som har
bidragit med viktiga framsteg i arbetet med att identifiera livskraftiga
dgg och vilstadier hos ryggradsldsa djur i barlastvatten.

Resultaten visar att vissa metoder fungerar vil for sdrskilda
artgrupper och dirmed kan ha praktisk betydelse vid inspektioner i
hamnar. Samtidigt ger projektet ny kunskap om varfor vissa livsstadier
ar svira att beddéma och vilka biologiska och tekniska utmaningar
som behover hanteras. Rapporten innehéller konkreta forslag for
fortsatt forskning, praktisk tillimpning och behovet av internationell
samordning. Sammantaget utgor resultaten en virdefull grund f6ér det
fortsatta arbetet med att forebygga spridning av invasiva arter via den
globala sjofarten.
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