Livskraftbedémning av taliga livsstadier hos
ryggradslosa djur i barlastvatten — metoder,
utmanlngar och vagar framat
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 Barlastvatten = stor spridningsvag for invasiva arter

 Svarast: agg, vilstadier och larver

* |IMO:s D-2 krav = <10 livsdugliga organismer / m*



Projektets syfte

A~ Utveckla metoder for
¢  attavgora om dgg &
l viistadier lever

v Testa fargningstekniker
&, och automatiserade
l system (BallastWISE)

v —| ldentifiera mjligheter
.| & begransningar

stated by the IMO baliast water convention
and the US coast guard ballastater requirementss

"Fl6desmatare/mikroskop”
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Ett exempel pa arbetsflodet
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CFDA (vital farg): markerar levande celler via enzymaktivitet

Dead eggs Live eggs

 Effektiv i copepodagg och amphipodembryon

* Begransning: kan ge falska positiva i nyligen doda
prover
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CFDA (vital farg): markerar levande celler via enzymaktivitet
 Effektiv i copepodagg och amphipodembryon

« Begransning: kan ge falska positiva i nyligen doda
prover

TO-PRO-1 (mortal farg): markerar doda celler ggnom DNA-
bindning

* Tydlig kontrast mellan levande och doda embryon
« Begransning: fungerar inte i hardskaliga, vilande agg

Sammanfattning: bada fargerna fungerar bra i vissa taxa men
ingen ar universell
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Neutral Red fungerar i mussellarver - inte 1 agg

Neutral Red (vital farg): tas upp av lysosomer
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 Tydlig rod farg i levande mussellarver
(veligerstadium), ingen fargning i doda
individer
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» Begransning: helt ineffektiv i agg och
vilande stadier (saknar aktiva lysosomer)
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« Sammanfattning: valfungerande metod
for larver som filtrerar, men inte
anvandbar for icke-rorliga stadier




BallastWISE visar potential - men autofluorescens stor

Automatiserad analys: BallastWISE kan registrera rorelser
och fluorescens — snabbare kontroller i hamn.

Fungerar delvis: CFDA (levande) och TO-PRO-1 (doda) gav
skillnader mellan levande/doda organismer.

Problem: Systemets filter blockerar gront ljus — svaga
signaler fran de viktigaste vaglangd.

Autofluorescens fran aggskal forvaxlas med fargamnen.

Resultaten mer osakra an i mikroskop.

Slutsats: potential for PSC (Port State Control), men kraver
tekniska forbattringar (filter, signalanalys).
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Stora artskillnader: samma farg fungerar olika pa narbeslaktade arter

Stadiespecifika effekter: en farg kan fungera i bara nyproducerade agg
— kraver metodkombinationer

Falska positiva/negativa: vissa farger markerar nyligen doda som
levande, eller missar svaga signaler fran levande med lag metabolism

Forbehandlingar (kemiska/fysiska): oppnar skal men skadar embryon

Tekniska begransningar: autofluorescens, filtrar i utrustning, svaga
signaler — laboratorieresultat gar inte rakt av att dversatta till faltet
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Slutsats: en "one-size-fits-all’-l6sning ar orealistisk — framtiden ligger i X
taxa-specifika protokoll + riskbaserade ramverk. live# % total# - dead#




For hamnkontroll
« Anvand fargning som kompletterande metod dar den fungerar
« Kombinera snabb screening med fordjupad analys vid osakerhet
« WoE approach bor utvecklas

For forskning & industri

« Utveckla battre fargprotokoll & tekniska forbattringar av semiautomatiska system som
BallastWISE

For myndigheter och regeverk
«  Stod utveckling av artspecifika metoder for hog-risk taxa

« Uppdatera riktlinjer sa de speglar metodernas begransningar
 Forbattra internationell samordning (IMO, HELCOM, OSPAR).
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TACK!

TO-PRO™-1 lodide (515/531)
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