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Utdrattur

Sjavarbakteriur voru & &rum adur taldar tilheyra adeins premur attkvislum en nidurstodur
rannsokna i dag hafa synt ad samfélég sjavarins eru mjog flokin og fjolbreytileg. Litill
hluti af pessum fjolbreytileika hefur verid rannsakadur, pa sérstaklega pegar kemur ad
kuldakeerum og kuldasaeknum bakterium.

| pessari rannsokn var stofnasafn u.p.b. 150 kuldasakinna stofna, sem raektadir hofdu verid
ur sjé og af fiskum a arunum 1993-1994, flokkad med fjorum adferdum:
svipgerdarprofum, radgreiningu 16S rRNA gena, athugun & G+C innihaldi auk AFLP
greiningar.

Nidurstodur rannsoknarinnar benda til pess ad i stofnasafninu sé ad finna 54 tegundir,
einhverjar pekktar en adrar 6pekktar. Adferdirnar fjorar studdu hverja adra i meginatrioum
0g unnt var ad stadfesta tegundagreiningu a hluta safnsins. Adrar tegundir parf ad rannsaka
betur med tilliti til pess hvort um nyjar tegundir sé ad reeda en nidurstéour rannsoknarinnar
bentu til pess ad nokkrar slikar veeri ad finna i safninu.

Einni nyrri tegund var lyst. Han var valin vegna pess hve frabrugdin hdn var 6drum
stofnum mea tilliti til svipgerdar og basarada & 16S rRNA geni. AFLP greining a
stofninum stadfesti pa tillogu ad hér sé um nyja tegund ad reeda, pannig ad nyrri tegund,

Vibrio saccharalyticus, var lyst.






Abstract

For many years the dominating bacterial species of the ocean were belived to be members
of only three genera, but today evidence for extremely complicated and diversed
community structure in the world’s oceans have been published. Only a small part of this
diversity has been studied, especially when it comes to psychrophiles and psychrotrophic
bacteria.

In this study a strain collection of about 150 psychrotrophic strains, isolated from sea and
fish in 1993-1994, was classified with four different methods: biochemical tests,
sequencing of 16S rRNA genes, observation of G+C content and AFLP analysis.

The results of this study indicate that the strain collection contains 54 species, some known
but others unknown. For the most part the four methods coincided and species
identification was confirmed for part of the collection. The strain collection needs further
investigation as the results of the study indicate that a few new species are there to find.
One new species was described. The results of the biochemical tests and the 16S rRNA
gene sequencing differed from any other known species. Those results were confirmed by

AFLP analysis, and following a new speceis, Vibrio saccharalyticus, is proposed.









Ritgerd pessi er tileinkud fjolskyldu minni
sem stadid hefur vid bakid & mér i gegnum surt og sett.
An peirra hefdi ritgerdin aldrei ordid ad veruleika.
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1. Inngangur

1.1. Sjavarbakteriur

Sjorinn pekur um 70% af yfirbordi jardar eda um 335 milljon ferkilémetra. bvi er erfitt ad
gera sér grein fyrir érverufloru sjavarins nema med margpeettum rannséknum i mismunandi
heimsalfum. Fram ad pessu hafa liffreedirannsoknir sjavarins mest verid beint ad steerri
lifverum. A sidustu arum hefur petta po verid ad breytast par sem visindamenn gera sér betur
grein fyrir mikilveegi 6rvera i sjonum, en paer finnast baedi sem fritt fljotandi og & plontum og
dyrum. Lifmassi Orvera i sjonum er talinn vera meiri en 98% af 6llum lifmassa sjavarlifvera.
I efri 16gum sjavar (efstu 200 m) er frumupéttleikinn um 5 - 10° frumur/ml en ef farid er nedar
en 4 200 m dypi er frumupéttleikinn ad medaltali 5 - 10* frumur/ml. Medal dypt sjavarins er
um 3800 m en um 62% af lifhvolfi jardar er & meira en 1000 m dypi par sem hitastigid er &
bilinu 0-3°C (Jannasch og Taylor 1984). A undanférnum arum hefur ahugi visindamanna
aukist & érverum sem adlagadar eru ad kulda, lifverum sem geta vaxid naleg frostmarki vatns
og kallast kuldakaerar drverur (psychrophile). Akjosanlegt hitastig fyrir voxt peirra er 15°C
eda nedar, per geta vaxid vid 0°C en hamarks vaxtarhitastig peirra er um 20°C. Til
samanburdar er akjosanlegt vaxtarhitastig kuldasaekinna (psychrotrophic) érvera um eda yfir
20°C (Morita, 1975). Kuldakeerar og kuldasaknar drverur finnast baedi a svedum sem avallt
eru kold sem og timabundid, en pessi svaedi nd yfir meira en 80% lifhvolfsins. Hofin,
polsvadin, ha fjoll og djup stéduvotnn eru kold svaedi par sem hitastig fer sjaldan eda aldrei
yfir 5°C (Gounot, 1999). Hefileiki Orvera til pess ad vaxa vido lagt hitastig er ekKi
einskordadur vid dreifkjornunga. Mikill fjolbreytileiki er a medal 6rvera sem finnast & kéldum
svaedum, nefna ma bakteriur, fornbakteriur, gersveppi, sveppi og pérunga. pPessar orverur lifa i
jarovegi, ferskvatni og sjo eda i tengslum vid plontur og dyr med kalt bldd. ber bakteriur sem
fundist hafa med einangrun eda radgreiningu 16S rRNA gena tilheyra flestar Gram-
neikvaeedum Proteobacteria (Ravenschlag o.fl., 1999; Bowman o.fl., 1997; Fuhrman o.fl.,
1993;) en Gram-neikvadar bakteriur eru radandi i sjo par sem meirihluti rannsékna hefur
farid fram. Kuldakeerar og kuldasaeknar drverur hafa mikla adlogunarhaefni, til deemis geta att
sér stad breytingar a proteinum og lipiodum i himnum peirra, breytingar a orkusakni,
nymyndun proteina og vatnsrjufandi ensima (Russel, 1998). Mikil virkni 6rveranna vid lagt
hitastig asamt pvi hve vidokveem kuldasakin ensim eru gagnvart hita getur verid uppspretta

rannsokna & nyjum lifteeknilegum adferdum (Feller og Gerday, 2003).



Sjavarorverur sja ad lang mestu leyti um frumframleidslu og gegna lykilhlutverki i hringras
efna i hofunum (Whitman o.fl., 1998). Sjor getur virkad badi sem flutningsmidill og ati fyrir
vOxt bakteria, olikt lofti sem adeins virkar sem flutningsmidill bakteria. Flestar sjavarlifverur
lifa i umhverfi sem er tiltdlulega rikt af bakterium og 6drum 6érverum og deila pvi vistkerfi
med bakterium sem bera abyrgd & sjokdomum peirra. Ymislegt hefur &hrif & érverufloru
sjavar eins og t.d. hitastig, selta, nering, strefni, syrustig, sélarljos, skipaumferd o.fl.

Einkum eru pad o6frumbjarga og ljostillifandi 6rverur sem mynda steerstu érveruhdpana i sjo.
Ljostillifandi cyanobakteriur finnast allstadar i efri logum sjavar og pa sérstaklega i
naeringarsnaudu umhverfi par sem peer eru mikilvaegt eeti fyrir adrar lifverur. Adur var talid ad
helstu tegundir sjavardrvera tilheyrdu ettkvislunum Vibrio, Alteromonas og Pseudomonas en
i dag hafa nidurstodur rannsdkna synt ad samféldg sjavarins eru mjog flokin og fjolbreytileg.
Hja J. Craig Venter Institute (JCVI, http://www.jcvi.org) er unnid ad verkefni sem nefnist
Global Ocean Sampling (GOS, http://www.jcvi.org/cms/research/projects/gos/overview).
Markmidid med pessu verkefni er ad fa heildarmynd af érverufjolbreytileika heimshafanna og
er pad gert med siglingarleiddéngrum par sem siadir eru 200-400 litra af sjé (i gegnum 3,0 —
0,1 pum siur) & u.p.b. 400 km fresti. P& eru heilu 6rverugenamengin radgreind Ur lifmassanum
beint upp ur sjo an raektunar en slik massa radgreining hefur ekki adur pekkst. NG pegar hafa
verid farnir tveir leidangrar, sa fyrri & arunum 2003-2008 pegar farid var um Nordur
Atlantshafid, i gegnum Panama skurdinn og um Sudur Kyrrahafid og sa seinni var farinn arin
2009-2010 en pa var siglt um Eystrasalt, Svartahaf og Midjardarhaf (mynd 1).

w= 2003 - 2008 Routes == 2009 - 2010 Route

Mynd 1 Kortid synir siglingaleidirnar sem farnar voru i leidangrunum tveimur & vegum JCVI. Blaa
linan synir leidangurinn fr4 arunum 2003-2008 en su svarta synir leidangurinn sem farinn var arin
2009-2010 (mynd tekin af http://www.jcvi.org/cms/research/projects/gos).



Ur verkefninu hafa fengist teplega 11 milljon metagenomic radir, 45.000 16S rRNA
genaradir og 137 heilradgreindum erfdamengjum sjavardrvera hefur verid lyst (Yooseph, S.
o.fl., 2010). Adeins 24,5% skorun vard pegar bornar voru saman per teplega 11 milljon
metagenomic radir vid 197 heilradgreind erfdamengi Ur sjdvardrverum og adeins 33,7% 16S
rRNA genaradanna syndu meira en 97% samsvOrun pegar paer voru bornar saman vid
gagnabanka. bessar nidurstédur, asamt 6drum (Nealson og Venter, 2007; Rusch o.fl., 2007),
benda til pess ad mikinn fjélda olystra og oraektanlegra érvera er ad finna i sjonum.

Hafrannsoknir & Islandsmidum hafa lengi verid stundadar og mikid af upplysingum safnad, pa
einkum haffraedirannséknir og rannsoknir & ymsum sterri dyrategundum, svifdyrum og
svifpérungum. Naénast engar rannsoknir & hlutverki sjavarérvera i vistkerfinu vid
[slandsstrendur hafa farid fram. Helst ber ad nefna rannsékn, sem Viggd bér Marteinsson
styrdi, par sem erfdafjolbreytileiki éraektadra orvera fra yfirbordi til botns var kannadur.
Synataka rannsoknarinnar tengdist synaleidangri Biolce (Botndyr & Islandsmidum) (Kjartan
A Maack, 2002). Adrar rannsoknir & sjavarorverum eru faar og engar nidurstodur hafa verid

birtar tengdar peim.

Ny radgreiningarteekni mun i framtidinni gera visindamonnum kleift ad meela fjolbreytileika
orvera i sj6 an rektunar en med margfalt betri greiningu og med mun 6dyrari hetti en adur
(Sogin o.fl., 2006 ). Med pessari nyju teekni verdur audveldara ad fylgjast med breytingum &
orverusamfélogum og rannsaka hlutverk peirra i vistkerfi sjavar. Sérstakalega verdur
mikilvaegt ad fylgjast med framvindu vistkerfa i sjonum til ad meta &hrif hlynunar sjavar &
lifrikid og hvernig CO, upptaka Orvera breytist. Einnig leidir pekking okkar & hlutverki drvera

sem undirstddu i feedukedjunni til betri skilnings & astandi stofna sjavardyra.

1.1.1. Orverufléra fiska

Nidurstodur fjolda rannsdkna benda til pess ad bakteriusamfélog finnist a rodi, talknum,
pérmum, ljosfeerum og innri lifferum fiska (Austin, 2006). Fjoldi bakteria og samsetning
samfélaganna & og i fiskunum endurspeglast oft af pvi hvada lifverur er ad finna i vatninu
umhverfis fiskinn. Pessar lifverur hafa étvireett ahrif & 6rverufloruna a yfirbordi fisksins, par &
medal talkn. Eins fara einhverjar af lifverunum i gegnum meltingarfeerin og hafa par med
ahrif & fléru peirra. Bakteriumyndun getur byrjad strax & hrognum og seydum og haldid afram
ad prdast med fisknum & medan hann steekkar (Olafsen, 2001). bess vegna hefur fjéldi og gerd

bakteriusamfélaga a hrognum, i feedu og i vatninu umhverfis fiskinn ahrif & érverufloru hans.



P6 ad fjoldi og tegundir bakteria & fiskum séu ahugaverd rannsdknarefni er ekki sidur
mikilvaegt ad rannsaka hlutverk peirra. Hlutverk oérveruflorunnar & fiskum er oft ekki alveg
skyrt en rannséknir hafa synt ad medal hlutverka séu nidurbrot ymissa sameinda (Syvokiene
og Mickeniene, 1999), myndun vitamina og fj6llida (Sugita o.fl., 1991) &samt pvi ad sja um
ljésmyndun i ljosfeerum djupsjavarfiska (Kaeding o.fl., 2007). Sumar bakteriur, sérstaklega i
meltingarfeerunum, geetu einnig att patt i vorn fiska gegn sykingum (Ringg o.fl., 2000).

Attkvislir sem reektadar hafa verid af rodi fiska i sj6 eru m.a. Acinetobacter, Alcaligenes,
Bacillus, Caulobacter, Cytophaga/Flexibacter, Escherichia, Hyphomicrobium,
Lucibacterium, Vibrio, Photobacterium, Prosthecomicrobium, Pseudomonas, og Moritella. A
tdlknum hafa ettkvislirnar Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus, Flavobacterium, og
Micrococcus verid raektadar. Algengar attkvislir sem reektadar hafa verid i tengslum vid
meltingarferi sjavarfiska eru Aeromonas, Alcaligenes, Alteromonas, Carnobacterium,
Flavobacterium, Micrococcus, Photobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, og Vibrio en
&ttkvislirnar Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas og Staphylococcus hafa verid raektadar Gr
fedu fisksins. A hrognum hafa reektast Cytophaga/Flavobacterium og Pseudomonas en af
lifur og nyrum fiska hafa Pseudomonas, Vibrio og Shewanella raektast (Austin, 2006).

Eins og sja ma a pessari upptalningu er orveruflora fiska mjog fjolbreytileg og pess vegna
ahugaverdur vettvangur ad rannsaka. Hlutverk bakterianna & fiskunum er spennandi ad
rannsaka betur auk pess sem litid hefur verid rannsakad af Orektanlegum bakterium sem

tilheyra drverufloru fiska (Steinum o.fl., 2009).

1.1.2. Stutt lysing a nokkrum véldum zettkvislum sem tengjast ranns6knum
kuldasaekinna dérvera i sjo og a fiskum

Attkvislin Vibrio
Attkvislin Vibrio er medlimur ettarinnar Vibrionaceae asamt 5 0dorum eettkvislum

(Enterovibrio, Grimontia, Photobacterium, Salinivibrio 0g Aliivibrio)
(http://www.bacterio.cict.fr). italski laeknirinn Filipo Pacini (1812-1883) fann fyrstu Vibrio
tegundina, V. cholerae, arid 1854, en hun er vidomidunarstofn attkvislarinnar. Stofnar af
ettkvislinni Vibrio samanstanda af gram-neikvaedum, staflaga, hreyfanlegum, loftohadum
frumum. Nokkrar tegundir geta valdid alvarlegum sjukdémum i ménnum, m.a. V.cholerae,
V.parahaemolyticus og V. vulnificus. Kdlera (af voldum V.cholerae) er alvarlegur sjukdémur

sem herjar adallega a folk i préunarléndum vegna skorts a hreinu vatni og sorphreinsun en



adal smitleidin er i gegnum vatn og mat. Vibriur eru algengir syklar sjavardyra, p.e. fiska og
skelfiska en paer valda sérstaklega miklum skada i eldisfiskum (Thompson o.fl., 2004).

Mikil gréska er i greiningum & nyjum tegundum Vibria en i ettkvislinni Vibrio eru 80
tegundir. Fyrstu fimm manudi arsins 2011 eru ni pegar komnar 5 nyjar tegundir. Par eru:
Vibrio celticus, Vibrio communis, Vibrio mangrovi, Vibrio marisflavi og Vibrio sagamiensis

(http://lwww.bacterio.cict.fr/uw/vibrio.html, 31.mai 2011).

Attkvislin Aliivibrio
AEttkvislin - Aliivibrio  er  tiltdlulega nyr medlimur  @ttarinnar  Vibrionaceae

(http://lwww.bacterio.cict.fr). Attkvislin Aliivibrio vard til &rid 2007 pegar endurflokkun var
gerd a stofnunum Vibrio fischeri, Vibrio logei, Vibrio salmonicida og Vibrio wodanis
(Urbanczyk o.fl., 2007). Vidmidunarstofn attkvislarinnar er Aliivibrio fischeri.

Stofnar af attkvislinni Aliivibrio samanstanda af gram-neikvedum, staflaga, hreyfanlegum,
loftohadum frumum. Stofnarnir eru kuldasaknir og finnast adallega i sjavarumhverfi, oft i
tengslum vid dyr. Tegundin Aliivibrio salmonicida er pekkt fyrir ad vera sjakdomsvaldandi i
laxfiskum, porski og regnbogasilung (Egidius o.fl., 1986).

I &ttkvislinni Aliivibrio eru 6 tegundir, Aliivibrio finisterrensis var lyst arid 2010 og Aliivibrio
sifiae var lyst &rid 2011 (http://www.bacterio.cict.fr/a/aliivibrio.html, 15.juni, 2011).

Attkvislin Photobacterium
Attkvislin - Photobacterium er medlimur ettarinnar  Vibrionaceae. Fyrsti  medlimur

&ttkvislarinnar, sem na er kalladur Photobacterium phosphoreum og er vidmidunarstofn
ettkvislarinnar, var fyrst nefndur Micrococcus phosphoreus arid 1878 af Cohn, F. Stofninn
fékk morg heiti eftir petta en arid 1889 endurnefndi Beijernic tegundina Photobacterium
phosphorescens og par med vard til ny  ettkvisl, Photobacterium
(http://www.bacterio.cict.fr/p/photobacterium.html).

Stofnar af ettkvisinni Photobacterium samanstanda af gram-neikvaedum, staflaga,
hreyfanlegum, loftohadum frumum. Stofnar af pessari ettkvisl finnast oft & miklu dypi i
sjonum (i tengslum vid ljosfeeri fiska) og pola pvi mikinn prysting og kulda. Tegundin
Photobacterium phosphoreum hefur sérstaklega verid rannsokud med tilliti til pess ad vera
skemmdarbakteria i fiski (Dalgaard o.fl., 1997).

[ ettkvislinni eru 20 tegundir, par af voru Photobacterium jeanii og Photobacterium
gaetbulicola lyst ario 2010 og Photobacterium swingsii lyst ario 2011
(http://www.bacterio.cict.fr/p/photobacterium.html, 15.jani, 2011).



Attkvislin Moritella
AEttkvislin Moritella er medlimur nylegrar &ttar Moritellaceae (lvanova o.fl., 2004), en adur

tilheyrdi han ettinni Alteromonadaceae. Asamt ettkvislinni Moritella er tiltdlulega ny
&ttkvisl, Paramoritella (Hosoya o.fl., 2009) i etinni Moritellaceae. Fyrsta tegund Moritella
&ttkvislarinnar, og jafnframt viomidunarstofn hennar, var Moritella marinus (&dur Vibrio
marinus) (Steven, 1990) en han var formlega endurflokkud arid 1998 af Urakawa o.fl. sem
Moritella marina. Stofnar af ettkvislinni Moritella samanstanda af gram-neikvaedum,
staflaga, hreyfanlegum, loftéhadum frumum. Stofnarnir eru kuldasaeknir og salthddir og
flestar tegundir ettkvislarinnar Moritella eru prystingshadar og kuldaseknar. Tegundin
Moritella viscosa veldur vetrarsarum & fiskum og hefur m.a. fundist & laxfiskum,
regnbogasilungum og porskum (Benediktsdottir o.fl., 1998; Benediktsdottir o.fl., 2000).

Sjo tegundir eru i attkvislinni og litid er um lysingar a nyjum tegundum en peirri sidustu,
Moritella dasanensis, var lyst arid 2008 (http://www.bacterio.cict.fr/m/moritella.html, 1.jani
2011).

Attkvislin Psychromonas
AEttkvislin Psychromonas er eini medlimur attarinnar Psychromonadaceae sem lyst var arid

2004. Attkvislinni var fyrst lyst arid 1998 pegar vidmidunarstofn hennar, Psychromonas
antarctica, fannst & Sudurskautslandinu. Stofnar af attkvislinni Psychromonas samanstanda af
gram neikvaedum, staf- eda egglaga, hreyfanlegum, loftohadum frumum. Nafnid &
gttkvislinni bendir einnig til pess ad stofnarnir séu mjog kuldakeerir eda kuldaseeknir enda
hafa pessar tegundir raektast vid heimskautin (Mountfort o.fl., 1998; Auman o.fl., 2006).

[ attkvislinni eru 14 tegundir, par af var Psychromonas agarivorans lyst arid 2009 og
Psychromonas boydii lyst arid 2010 (http://www.bacterio.cict.fr/p/psychromonas.html,
15.juni, 2011).

Attkvislin Shewanella
AEttkvislin Shewanella er medlimur ettarinnar Shewanellaceae en i henni er adeins pessi eina

eettkvisl (http://www.bacterio.cict.fr). Fyrsti medlimur ettkvislarinnar, sem na er kalladur
Shewanella putrefaciens og er vidmidunarstofn ettkvislarinnar, var fyrst einangradur ar
pranudu smjori arid 1931. ba var tegundin nefnd Achromobacter putrefaciens. Seinna var hun
endurnefnd i Pseudomonas putrefaciens en vegna 6samraemis i G+C innihaldi var hin enn
endurflokkud i Alteromonas putrefaciens. Ad lokum var ettkvislin Shewanella buin til ario
1985. Stofnar af ettkvislinni Shewanella samanstanda af gram-neikveedum, staflaga

hreyfanlegum, lofthadum frumum. Shewanella tegundir eru pekktar fyrir ad vaxa &
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vatnabusvaedum og margar peirra eru hadar Na® jonum og lagu hitastigi. Stofnar af
gttkvislinni Shewanella hafa fundist i synum sem tengjast matareitrun hja ménnum asamt pvi
ad valda sykingum og eitrunum i fiskum (Kumar-Roiné o.fl., 2010).

[ dag eru 54 tegundir i &ttkvislinni. Arid 2010 var premur nyjum Shewanella tegundum lyst,
peim Shewanella corallii, Shewanella fodinae og Shewanella xiamenensis. Engri nyrri tegund
hefur verid lyst pad sem af er &rinu 2011 (http://www.bacterio.cict.fr/s/shewanella.html,
31.mai, 2011).

1.2. Flokkun tegunda

Liffreedingar hafa lengi glimt vid vandamalid ad skilgreina og pekkja tegundir. Jafnvel dyra-
og plontutegundir er stundum erfitt ad afmarka. En 6rverum — sérstaklega dreifkjornungum —
tengjast sérstok vandamal. Sterdin og oraektanleikinn (en adeins litill hluti dreifkjornunga er
reektanlegur & rannsoknarstofu) rugla greiningu og skréningu tegunda. Dreifkjornungar fjélga
sér einnig kynlaust og geta pess vegna i meginatrioum ekki fylgt hugmynd Ernst Mayr’s um
liffreedilega tegund: ,,Hopar af raunverulega eda mdgulega kynblondudum nattarulegum
stofnum sem eru @xlunarlega einangradir fra 6drum slikum hoépum* (Mayr, 1992). pbessi
skilgreining hefur verid nefnd ,Liffredilega tegundahugtakid® (e. Biological Species
Concept, BSC).

Flokkunarfreedingurinn og framurstefnumadurinn S.T. Cowan lysti arid 1965 frekar neikvaedri

syn & sina lika:

,»Hinn sanni flokkunarfredingur er madur med hugsjon; hann lifir oft
einangrudu lifi, hlifir sér gagnvart 6pagindum og vonbrigdum hversdagsins,
og hann geeti haft dokkar augnblékur eins og hestar nota.[...] Lifir lifinu i
einangrun, oruggur & litlu rannséknarstofunni sinni, umkringdur bokum,
smasja (og hugsanlega segulbandi). Honum er sama hvort vinna hans leidi

til hagnytingar eda ekki“ (Cowan, 1965).

Flestir flokkunarfraedingar eru pé sammala um ad sérfreedingurinn i dag sé mun virkari vegna
teeknipréunar, tilbdinn ad préfa nyjar adferdir, opinn fyrir umraedu og veit ad pennan hluta
freedanna er haegt og rolega verid ad taka alvarlega. Eitt verkefna 6rveruflokkunarfraeedinga er

ad bua til almennt tungumal fyrir alla 6rverufraedinga.



Dreifkjornungar, sem flestir eru 6synilegir, mynda undirstédupatt i lifriki jardarinnar. Petta
kemur & Ovart, sérstaklega fyrir pa sem ekki eru drverufreedingar. Dreifkjornungar mynda m.a.
mikilveeg efnasambond i andrumslofti jardarinnar og mikill hluti erfdabreytileika er til
kominn vegna peirra. Fjoldi dreifkjérnunga & jordinni er talinn vera 4 - 6 - 10* frumur og
kolefnismagn i peim 350 — 550 Petagromm (1 Pg = 10" g). Heildarmagn Kkolefnis i
dreifkjornungum er u.p.b. 60-100% af astludu heildar kolefnismagni i pléntum og pvi mé
dxtla ad heildarmagn kolefnis i lifverum muni nastum tvofaldast ef kolefnid i
dreifkjornungum verdur tekid med i almenn maédel. Ad auki innihalda dreifkjornungar mikid
magn af nitri, fosfor og 6drum naudsynlegum nearingarefnum (Whitman o.fl., 1998).
Ahugavert er ad meirihluti dreifkjornunga geeti verid stadsettur i nedansjavar og i nedanjardar
umhverfi. Pessir stadir hafa fengid minni athygli en yfirbord jardar og pess vegna hafa
rannsoknir i drverufraedi adeins verid gerdar & mjog litlu hlutfalli af heildar dreifkjornunga-

samfélagi jardarinnar.

Nokkrar tilraunir hafa verid gerdar til pess ad meta fjolda lifandi tegunda a jordinni og svo
virdist sem skradar tegundir hafi verid beint tengdar vid fyrirh6fn og dhuga visindamanna
(May, 1988). Orverufreedingar telja mikla moguleika & ad fj6lbreytileiki dreifkjérnunga sé ad
storum hluta til kominn ar érektanlegum 6rverum (Pace, 1997; Ward 0.f1.,1990) og pvi var
pbad algengur misskilningur ad Orverur sem einangradar voru Ur umhverfinu stedu fyrir
télulega rikjandi og/eda virkar mikilveegar tegundir i pvi umhverfi. I raun eru 6rverur sem
reektadar eru med hefébundnum adferdum sjaldan rikjandi i peim samfélégum sem peer
finnast i. | stad pess eru peer einangradar vegna hafileika peirra til pess ad vaxa hratt i
koloniur & neringarriku, tilbunu eti, venjulega vid lofthadar adsteedur og héfsamt hitastig.
Lifverur sem raktast audveldlega eru ,illgresi“ oOrveruheimsins og axtlad er ad per
samanstandi af minna en 1% allra 6rverutegunda (Hugenholtz, 2002). | dag er unnid ad
verkefni sem ber heitid ,,All-Species Living Tree Project® (LTP, http://www.arb-
silva.de/projects/living-tree) med pad ad markmidi ad veita visindamoénnum adgang ad
nothefum  flokkunarfreedilegum gagnagrunni  sem inniheldur m.a. radir lystra
vidmidunarstofna dreifkjornunga. Samkvamt nidurstodum verkefnisins hafa 8602 tegundum
dreifkjornunga verid lyst fram ad febrdar 2010 (Yarza o.fl., 2010). Pessi tala virdist vera stor
en ef hun er sett i samhengi vid fjolda heilkjornungategunda sést vel ad svo er ekki.

Unnid er ad oO0ru flokkunarfrediverkefni sem  nefnist ,,Species  2000%
(http://www.sp2000.org/index.php?option=com_content&task=view&id=13&Itemid=41).

petta verkefni hefur pad ad markmidi ad halda utan um allar tegundir heims, dreif- og
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heilkjérnunga. | gagnagrunni peirra er p6 adeins um 60% allra pekktra tegunda en unnid er ad
pvi ad na 6llum pekktum tegundum i gagnagrunninn. Nyjustu tlur peirra (april 2011) syna
1.347.224 tegundir. Ef pessi tala er adeins 60% af heildarfjolda tegunda heimsins ma reikna Ut
ad talan eetti ad vera naer 2.245.373 tegundum. Par sem petta er rimlega 260 faldur fjoldi
lystra dreifkjornunga gefur auga leid ad fjoldi dreifkjornunga verdur aldrei mikilveegur hluti
af liffjolbreytileika jardarinnar ef adeins pekktar tegundir dreifkjornunga eru teknar med i
almenna Utreikninga. Petta er alvarlegt vanmat & raunverulegum fjolbreytileika érvera og
lifvera i heild.

1.2.1. Saga flokkunarfradi dreifkjornunga

Flokkunarfreedi dreifkjornunga er yngsta og hreyfanlegasta flokkunin & medal mismunandi
flokkunarfraedi lifvera. Vegna steerdar peirra og peirri stadreynd ad peira sjast venjulega ekki
med berum augum var erfitt ad flokka pa ut fra formfraedilegum einkennum eins og gert hafdi
verid vid heilkjornunga. Flestir smasjarrannsoknarmenn & 17. og 18. 6ld lystu ndkveemlega
,,SMasaejum verum* sem bpeir sau en engin flokkun var gerd. Upphaflega voru dreifkjornungar
medhodndladir sem einstdk tegund sem geeti proast i ymis mismunandi form. Fyrstu tilraunir til
bess ad bua til 6rverufraedilega flokkun voru adeins byggdar & formfraedilegum athugunum
eins og pekkt var i heimi heilkjérnunga. I lok 18.aldar var Otto Miiller fyrstur til ad reyna
kerfisfreedilega flokkun & drverum. Hann bjo til tveer megin attkvislir, Monas og Vibrio, sem
naou yfir bakteriur. Snemma 4 19.6ld jok Christian Ehrenberg vid flokkunarkerfi Mullers
begar hann batti vid gormlaga bakterium (Schlegel og Kdéhler, 1999). Sumar af pessum
tegundagreiningum eru enn i notkun (t.d. Spirochaeta plicatilis og Spirillum volutans)
(http://www.bacterio.cict.fr/s/spirochaeta.html;  http://www.bacterio.cict.fr/s/spirillum.html,
1.jani 2011). Sidari rannsoknarmenn erfou einfaldari flokkunaradferdir, en p6 var han afram

byggd upp a svipgerdareiginleikum sem sja matti i smasja.

Mikilveegt skref i proun oOrverufredinnar var pegar mogulegt vard ad einangra lifveru i
hreinreekt. Arid 1872 raktadi Joseph Schroeter hreina kéloniu af litarmyndandi bakteriu og
arid 1878 raktadi Joseph Lister hreinraekt af bakteriu sem veldur mjélkursurnun. Arid 1881
gaf Robert Koch Gt adferdina vid ad reekta & fostu gelatin ati sem seinna var skipt ut fyrir
agar. Petta var byrjunin & pvi sem hann kalladi ,hin gullna 6ld i leeknisfraedilegri
orverufredi®. Med pvi ad raekta orveru i hreinraekt gafst rannsoknarmonnum teekiferi a ad na
upplysingum beint fra lifverunni og petta myndadi grunninn ad peirra flokkunarfraedi.
(Rossell6-Mora og Amann, 2001).



Danski leeknirinn og 6rverufredingurinn Hans Christian Gram (1853 — 1938) préadi mjog
mikilveega adferd til flokkunnar & bakterium arid 1884. Upphaflega var han proud til pess ad
greina & milli tveggja sykla sem valda sykingum med svipud sjukddémseinkenni:
Streptococcus pneumoniae og Klebsiella pneumoniae (Gram, 1884). Adferdin er nefnd
Gramlitun eftir honum sjalfum. Gramlitun er frumulitunaradferd sem notud er til ad skipta
bakterium i tvo hopa: Gram-jakveaedar og Gram-neikveedar bakteriur. Adferdin greinir & milli
hinna tveggja megin byggingarforma frumuveggja sem finnast medal bakteria og eru peir
nefndir eftir litunarsvoruninni (Gram-jakveaedir og Gram-neikvaedir frumuveggir) (Prescott
o.fl., 2002).

Arid 1923, pegar ,,Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology* var gefinn t, komu fyrst
fram nutimalegir greiningarlyklar fyrir bakteriur. A peim tima var engin almenn satt um
flokkunarfraedi dreifkjornunga en pessi leidarvisir og sidari utgafur urdu heimildarrit um
flokkunarfraedi bakteria. A medan fjoldi mismunandi adferda vid ad greina einkenni bakteria
jokst, vantadi flokkunarfreedinga raunverulega yfirsyn yfir nalganir vid flokkunarfreedi. Seint
a sjotta aratugnum, var toluleg flokkunarfraedi préud samhlida upphafi télvubyltingarinnar
sem hluti af greiningu margra breytisteerda. Markmidid var ad finna upp stédugar adferdir vid
flokkun lifvera. Mikid af pessum drifkrafti vid proun & tlulegri flokkunarfreedi kom at fra pvi
vandamali ad erfitt var ad medhondla stérar toflur med upplysingum um lifedlisfreedilega og

lifefnafraedilega eiginleika margra stofna (Rossell6-Mora og Amann, 2001).

I byrjun sjéunda aratugarins var pad loks stadfest, med aukinni vitund & eiginleikum DNA og
préun sameindaliffraedilegrar teekni, ad haegt veeri ad flokka bakteriur med pvi ad bera saman
erfoamengi peirra. Upphaflega var grunnsamsetning DNA-sins (G+C mdl% gildi) notud.
Bakteriur sem héfou mjog mismunandi G+C mél% voru augljoslega ekki sému tegundar.
Samt sem adur gafu gildi sem byggdu adeins a DNA samsetningunni mjog yfirbordslegan
samanburd og purfti pvi mun ndkvemari adferd. P4 var DNA-DNA pattaporun proud.
Hagkvemur kostur pessarar adferdar var ad oft syndi han mjog adgreindar pyrpingar stofna.
Lifverur voru annad hvort natengdar eda ekki og DNA-DNA péattaporun vard parf af leidandi
hefdbundin adferd vid ad greina bakteriutegundir & pessum tima (Rossell6-Mora og Amann,
2001).
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Seint & attunda aratugnum vard timamotaskref i tilraunum til pess ad akvarda tengsl a milli
fjarskyldra bakteria pegar Carl Woese gerdi prounarfraedilegt tré ur ribdsomal RNA réoum
(Woese o.fl., 1977). Vegna pess hve vardveitt nymyndunarferli proteina er vard rib6somal
RNA ad hentugri préunar- og sameindaerfdafraedilegri klukku. Ribosomal RNA er forn,
stddug og vardveitt sameind (Madigan o.fl., 1997). Han er til stadar i 6llum lifverum, ekkert
bendir til hlidar genafeerslu rRNA gena & milli mismunandi tegunda og pvi gefa rRNA gen
réttar upplysingar um prounarfraedileg tengsl (Pace, 1997).

Prjar gerdir RNA finnast i ribdsomum o6rvera, 5S rRNA, 16S rRNA og 23S rRNA (Madigan
o.fl., 1997). I fyrstu var 55 rRNA sameindin rannsékud en han er adeins 120 basa léng og
bétti pvi of stutt. T stadin voru 16S rRNA (u.p.b. 1500 basar) og 23S rRNA (u.p.b. 3000 basar)
sameindirnar notadar til ad kanna préunarfreedileg tengsl & milli 6rvera. 16S rRNA sameindin
hafdi nokkra kosti fram yfir 23S rRNA sameindina sem vard til pess ad radgreining a 16S
rRNA geni festi sig i sessi @ medal adferda sem notadar eru til flokkunar dreifkjornunga:

(i) Sum sveedi gensins eru vel vardveitt og henta vel fyrir rannsoknir a fjarskyldum lifverum.
(i) Onnur svaedi eru vardveitt ad hluta til (semi-conserved) og henta pvi betur vid rannsoknir
a skyldleika fylkinga og etta. (iii) Breytileg svaedi & 16S rRNA geninu henta vel til pess ad
greina & milli lifvera i sdmu ettkvisl eda jafnvel & milli tegunda en pd ekki stofna innan sému
tegundar (Amann o.fl., 1995). (iv) Lengd gensins er hentug (u.p.b. 1500 basar) pannig ad PCR
og radgreining ganga vel fyrir sig en auk pess eru endar gensins vel vardveittir og pess vegna
er haegt ad magna upp naestum allt genid med PCR. Med pvi opnadist moguleikinn & ad
rannsaka Oraktanlegar drverur m.t.t. 16S rRNA gena. Giovanonni o.fl. (1990) voru fyrstir til
bess ad nota radgreiningu 16S rRNA gena & dérektanlegum érverum pegar peir rannsokudu

orverusvif sjavar.

1.2.2. Hvad er tegund?

Eru til tegundir i heimi bakteria? I augum bakteriuflokkunarfradings er enginn vafi & pvi ad
tegundir séu til, og ad pad sé naudsynlegt ad flokka, nefna og lysa peim.

Dyrategundir eru skilgreindar Gt fra svipgerdar- og hegdunareinkennum asamt pvi hvort
moguleiki sé & kynblondun eda ekki. bess hattar skilgreining & ekki vid bakteriur eda
fornbakteriur, eda i raun margar heilkjarna oOrverur. Dreifkjornungar hafa ekki somu
@xlunarkerfi og heilkjornungar, p.e. meiosu og frjovgun. Peir eru einlitna og fjolga ser
kynlaust med tvofaldri sundrun par sem erfdaefnid fer 16drétt fra médurfrumu til dotturfrumu.

Pess vegna er préunarlegt mynstur frekar tengt hlutfalli endurrédunar i erfdamenginu og
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stokkbreytingum. Pad seinna er talid vera meiri hattar pattur i fjélbreytileika erfdamengja i
dreifkjornungum (Whitman o.fl., 1998).

Hugmyndin um tegund er sifellt endurtekid og umdeilt méalefni sem heldur heimspekingum
asamt liffreedingum i 6llum greinum uppteknum. Tegundahugtakid fyrir dreifkjornunga a sina
eigin ségu vegna rannsoknarframfara samhlida proéun & teeknilegum greiningaradferdum en
nokkur mismunandi tegundahugtok hafa komid fram a sidustu aratugum.

Fra sjonarholi einhverra 6rverufraedinga er ,,0rverufredileg tegund hugtak sem stendur fyrir
hop stofna sem inniheldur ferska stofna, hop stofna sem vidhaldid hefur verid in vitro i
mislangan tima, og breytur peirra (stofnar sem eru ekki alveg eins og foreldrar peirra i 6llum
sérkennum), sem hafa pad sameiginlegt ad fjoldi mynstra af tengdum stédugum einkennum
hefur adskilido hopinn fra 60rum stofnahopum* (Gordon, 1978). bessi skilgreining & adeins vid
um dreifkjornunga sem hafa verid eingangradir i hreinraekt og Utilokar éreektanlegar lifverur

sem lang mestur hluti lifandi dreifkjornunga saman stendur af.

Arid 1987 melti the Committe on Reconciliaton of Approaches to Bacterial Systematics
(Wayne o.fl., 1987) med ad fjarleegar erfdafraedilegar tegundir sem ekki veeri haegt ad adskilja
frd& 6drum erfdafreedilegum tegundum & grunni pekktra svipgerdar eiginleika yrou ekki
nefndar pangad til haegt veeri ad adgreina paer med einhverjum svipgerdar eiginleikum.

Annad tegundahugtak er: ,bakteriutegundir eru skilgreindar sem skyldur hopur sem hefur
verid adskilinn fr4 6drum med miklum mun i svipgerdar- og sameindafraedilegum einkennum
(Vandamme o.fl., 1996).

Rossell6-Mora og Amann (2001) vildu lysa tegundum sem ,,monophyletic og erfoafradilega
samlodandi pyrpingu einstakra lifvera sem syna mikla samsvorun vid mérgum Ohadum
einkennum og eru greinanlegar af mismunandi svipgerdareiginleikum®. bessi skilgreining
hefur verid nefnd ,,phylo-phenetic tegundahugtakid® og felur i sér afmdrkun erfdamarka
tegundarinnar eftir pattapdrun heils genamengis, greiningum a4 G+C innihaldi, upplysingar um
steerd genamengis, 1ysingu & svipgerd, prounarfraedi tegundarinnar o.fl. [ dag er pessi greining

mikid notud en margar nyjar adferdir eru oronar adgengilegar.
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Raudi pradurinn i 6llum pessum skilgreiningum er ad greina purfi baedi svipgerdar- og
erfdafredilega eiginleika. A tiunda aratugnum vard vidurkennt & medal Orveru
flokkunarfraedinga ad tegundir dreifkjornunga atti ad flokka eftir greiningu og samanburd &
eins moérgum breytum og mogulegt er, sameina svipgerdar og erfdaeinkenni i pad sem nefnt
hefur verid ,,fjolfasa flokkunarfraedi* (Vandamme o.fl., 1996).

1.2.3. Ad lysa nyrri tegund dreifkjornunga

A mérgum rannsoknarstofum er fyrsta skrefid i lysingu bakteriutegunda ad radgreina 16S
rRNA genid. Ef eitthvad bendir til pess ad stofninn gaeti stadid fyrir nyja tegund parf ad lysa
honum 4 eins yfirgripsmikinn hatt og mogulegt er. Til pess ad gefa leidbeiningar vid pessari
floknu adferd eru reglulega gefnar Gt minnisgreinar i timaritinu International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM, http://ijs.sgmjournals.org) en pad er eitt
helsta timarit flokkunnarfredinnar. Nyjasta minnisgreinin ber nafnid ,,Notes on the
characterization of prokaryotic strains for taxonomic purposes* (Tindall o.fl., 2010). Pessi
minnisgrein tekur & niverandi adferdum og skyrir fra pvi hvernig pessum adferdum skal beitt
a heildraenan hatt. Greinin tekur yfir erfdafraedi- og svipgerdaradferdir og gefin eru skyr demi
um pad sidara par sem pekking og reynsla a ,hefdbundnum® svipgerdaradferoum fer
minnkandi med timanum.

Lysingum & nyjum tegundum dreifkjérnunga, sem birtar eru i timaritinu IJSEM fer fj6lgandi
og & medal peirra eru lysingar sem byggja adeins & einum eda faum stofnum (feerri en fimm).
EkKi er pad talin vera g6o flokkunarfraedi par sem lysingar sem byggja & einum stofni geta
verid Gareidanlegar og godar astedur fyrir pvi hvers vegna flokkunarfraedirannsoknir ettu ad
fara fram & morgum stofnum hafa verid birtar (Triper og Schleifer, 1992). A pessum
forsendum meltu Christensen o.fl. (2001) med pvi ad Recommendation 30b i International
Code of Nomenclature of Bacteria (the Bacteriological Code; Lapage o.fl., 1992) yrdi breytt i:
»Lysingar skulu byggja 4 eins moérgum stofnum og hagt er (a.m.k. fimm), af mismunandi
uppruna m.t.t. jarofreedi og vistfreedi til pess ad haegt sé ad lysa peim vel badi svipgerdar- og
erfoafraedilega, til ad stadfesta midsvaedid (padan sem viomidunarstofninn geeti verid valinn)
og umfang hopsins sem & ad nefna. Ad auki eiga samanburdartilraunir ad fara fram med
viomidunarstofnum sem standa fyrir skyldustu tegundir og/eda attkvislir til pess ad gefa
lysingu 1 naegjanlegum smaatrioum sem greina 4 milli peirra®. b4 hvatti ad hoc nefndin
orverufreedinga til pess ad byggja tegundalysingar a fleiri stofnum en einum (Stackebrandt
o.fl., 2002).
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Felis og Dellaglio (2007) skrifudu grein par sem peir maeltu med pvi ad ef nyrri tegund (eda
&ttkvisl) er lyst med einum stofni verdi pad gefid til kynna i nafninu (species proponenda).
Peir benda & pa stadreynd ad erfitt sé ad hafna peim lysingum sem byggdar eru & einum eda
faum stofnum eingéngu & peirri forsendu ad fair stofnar séu i lysingunni (ef flokkunar-
freedilega lysingin er gbd a annad bord). Einnig benda peir & ad sumar bakteriutegundir séu
adlagadar ad &kvednum umhverfiskimum (e. niche) og pess vegna sé einangrun Or

mismunandi vistkerfum og/eda mismunandi jardfraedilegu dgerleg.

1.3. Adferdir til ad greina a milli 6rverutegunda

I dag eru flestir flokkunarfreedingar dreifkjérnunga sammala um ad areidanleg flokkun getur
adeins ordid med rannsdkn & innri fjolbreytileika hops med mdérgum adferdum sem venjulega
er kallad ,,fj6lfasa nalgun“ (e. polyphasic approach) (Vandamme o.fl., 1996). bessi néalgun
gefur til kynna ad tveer tegundir upplysinga verdi ad rannsaka eins nakveemlega og mogulegt

er: erfoafraedilegar upplysingar og svipgerdareiginleika.

1.3.1. Svipgerdarprofanir

Svipgerdin er sjaanleg tjaning arfgerdarinnar. Einn 6kostur vid pad ad greina svipgerdir er sa
ad mogulega er hluti erfdafrediupplysinga tegundarinnar aldrei tjadur vegna pess ad tjaning
gena er oft beint tengd vid umhverfisadsteedur (t.d. vaxtarskilyrdi & rannsoknarstofunni).
Svipgerd dreifkjornunga er aldrei haegt ad byggja a einfaldri skodun lifverunnar vegna pess ad
dreifkjornungar hafa ekki flokna atlitslega peetti. Hefdbundnir svipgerdareiginleikar bakteria
samanstanda af formfreedilegum, lifedlisfreedilegum og lifefnafraedilegum einkennum. Hvert
um sig hafa moérg af pessum einkennum synt ad pau séu 6ndg sem breytur fyrir erfdafraedileg
tengls, en sem heild veita pau lysandi upplysingar sem gera okkur kleift ad pekkja tegundir,
ettkvislir eda attir (mynd 2). Formfraedi bakteriu inniheldur badi frumu- (I6gun, gro, svipur,
frymiskorn, Gram litun o.fl.) og kéloniueinkenni (litur, péttni, 16gun o.fl.). Lifedlis- og
lifefnafreedilegir eiginleikar innihalda gogn um voxt vido mismunandi hitastig, pH gildi,
saltstyrk eda andrumslofsadsteedur (t.d. lofthadar/loftohadar/loftfeelnar), voxt i vidveru ymissa
efna eins og syklalyfja, og gdgn um vidveru eda virkni ymissa ensima, breytingu 4 efnum
o.s.frv. (Vandamme o.fl., 1996). Asamt pessum adferdum fellur efnaflokkunarfraedi (e.
chemotaxonomy) einnig undir svipgerdarprof. | efnaflokkunarfreedi er unnid med flokka
akvedinna efna frumunnar, sérstaklega aminosyrur, lipid, prétein og sykrur, sem eiga ad syna

g6d einkenni fyrir flokkun og stadfestingu tegunda eda ettkvisla. Pad er samt sem adur
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mikilveegt ad vera viss um ad breytileikinn, sem sést & efnafreedilegum samsetningum, sé
afleiding af erfdafreedilegum mun en ekki vegna misreemis i reektunaradsteedum. bess vegna er
mikilveegt ad reektunin fari fram undir mjog stodludum raektunaradstedum &dur en
samanburdur a efnaflokkum fer fram.

Nokkrar efnaflokkunaradferdir er i vaxandi mali verid ad nota i hefdbundinni flokkunarfreedi
dreifkjornunga, t.d. samsetning frumuveggja, lipid, pdlyamin, sermisgreiningu,
proteinrafdratt, lipopdlysakkariorafdratt o.fl. sem greinandi adferdir sem rannsaka

efnafraedilega samsetningu bakteriufrumu (Rossell6-Mora og Amann, 2001).

Mikilveegt er ad stofnar sem valdir eru i svipgerdarprofanir standi fyrir pekktan fjolbreytileika
og umhverfi hopsins sem verid er ad rannsaka (pegar pad er mogulegt). P4 parf ad huga ad pvi
ad nota baedi nyja stofna og vidmidunarstofna til samanburdar. Einnig er mikilvegt ad
flokkunin sé byggd a mérgum einkennum & breidu svipgerdarsvidi. Margar adferdir eru til
sem reikna likingu og til ad rada stofnum i samraemi vid pessar likingar, pad kallast téluleg
flokkunarfraedi. Med pvi ad nota margar adferdir i gagna-séfnunina geta nidurstodurnar leitt i

1j6s mikinn fjolbreytileika.
1.3.2. G+C hlutfall i DNA 6rvera

Upphafleg gerd DNA kemur fra linulegri r6d af fjorum bésum, adenine (A), thymine (T),
guanine (G) og cytosine (C) og pessi rod akvardar erfdafreedilegar upplysingar erfdamengis
lifveru. Vegna tveggja patta edli DNA beata peettirnir hvorn annan upp med basapérunum G-C
og A-T par sem tengid a milli G og C er sterkara en & milli A og T. Hlutfall G/C og A/T helst
venjulega stodugt vid 1 en hlutfallslegt hlutfall (e. relative ratio) [G+C]/[A+T] er mismunandi
a milli erfdamengja. Grunnhlutfalli DNA sameinda er venjulega lyst sem hlutfallslegu magni
parsins G+C, og er venjulega kallad G+C innihald eda G+C mo61%. DNA basa hlutfall er
reiknad i prosentum af G+C: [G+C]/[A+T+C+T] - 100. betta var fyrsta kjarnsyru adferdin
sem tekin var inn i flokkunarfredi dreifkjornunga og var upphaflega mjog nothaef og
hefdbundin leid til pess ad skilja a milli stofna ef svipgerdareiginleikar voru likir en arfgerdin
6lik. G+C mol% er eitt af erfdafreedilegum einkennum sem malt er med ad komi fram vid
lysingu tegunda og attkvisla (Rossell6-Mora og Amann, 2001).

A medal dreifkjornunga er G+C innihaldid a milli 20 og 80 m6l%. bvi meiri munur & milli
tveggja lifvera, peim mun éskyldari eru peer. Fraedilega, ef DNA sameindir med mismun yfir
20-30 mol% hafa peer nanast engar radir sameiginlegar. Synt hefur verid fram & pad ad
lifverur sem hafa mismun yfir 10 mol% tilheyra ekki somu ettkvisl og ad 5 mo6l1% sé algengt
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svid innan tegundar. A medan skyrar linur hafa ekki verid settar fyrir breytileikasvidid eru
gildi herri en 15 moél% tekin sem sterkar visbendingar um misleitni innan &ttkvislar
(Goodfellow o.fl., 1997). Samt sem &dur parf ad hafa pad i huga ad p6 ad munurinn & mol%
sé nothafur vid ad greina i tegundir eda ettkvislir (mynd 2) gefur svipud basasamsetning ekki
endilega til kynna ad um skyldleika sé ad raeda. Greiningu a G+C mol% ma pvi adeins nota

eina og sér med pvi ad hafna skyldleika (Rossell6-Mora og Amann, 2001).

1.3.3. DNA-DNA pattaporun

Sidan & attunda aratugnum hefur hornsteinn rannsokna & arfgerdareiginleikum verid mealing &
genasamsvorun stofna par sem athugad er hvort erfdamengin pattist vid stadaladstedur
(DNA-DNA péttapdrun). Med pessari adferd er samsvorun gena innihalds og samsvorun basa
i sameiginlegum genum mald og par med skyldleiki erféamengjanna (mynd 2). Fyrir tima
upplysinga ur DNA-radgreiningum veitti DNA-DNA péttaporun stadal til pess ad greina og
flokka dreifkjérnunga sem vantadi vel skilgreinda formfreedi- eda svipgerdareiginleika.

Séreinkenni DNA sameindarinnar er getan til pess ad endurtengjast eda pattast. Pegar DNA
braedirnir eru edlissviptir er heaegt, vid rétt skilyrdi, ad endurtengja praedina til ad endurbyggja
upprunalegu tvipatta bygginguna. Vid sérstakar adstaedur getur DNA Gr mismunandi lifverum
endurtengst en pad veltur & likingu basarada peirra (Stackebrandt og Goebel, 1994). Til eru
nokkrar adferdir vio ad meala DNA-DNA pattapérun, en allar byggja per a4 somu
meginreglunni. DNA tveggja 6likra lifvera (tegunda) er blandad saman og edlissvipt par til
komin er bléndud lausn af eins-prada DNA sameindum. Endurtenging pradanna er svo gerd
vid sérstakar adstedur. Eftir pvi sem lifverurnar eru skyldari, pvi fleiri basaradir hafa peer
sameiginlegar og pvi fleiri pattaparanir verda.

Tveer megin breytur eru notadar til ad mela skyldleika: hlutfall tenginga (the relative binding
ration (RBR)) og mismunurinn & midpunkti varmaedlissviptingar (the difference in thermal
denaturation midpoint (ATm)). P6 ad badar breytur komi ur akvordun 4 mismunandi paetti eru
beer tengdar og geta hvor um sig verid notadar i afmorkun tegunda. Byggt a fjolda rannsékna
a vel skilgreindum dreifkjornungategundum er meelt med pvi ad gildi yfir 70% RBR og 5°C
eda leegra ATm séu skynsamleg mork fyrir skilgreiningu tegundar (Wayne o.fl., 1987).

A timum heilradgreiningar virdist vera sem DNA-DNA pattapérunar adferdin sé &
undanhaldi. Gallar vio DNA-DNA pattapérun eru helst peir ad adferdin tekur langan tima,
pad parf tiltdlulega mikid magn af DNA og han er 6hentug fyrir fljotvirka greiningu dreif-
kjornunga. bad hefur einnig verid dégerlegt ad gera DNA-DNA pattapérun fyrir greiningu
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dreifkjornunga sem eru oOraektanlegir i dag. Mikilveegara er po ad greining med DNA-DNA
pattapdrun parfnast samanburdar & tveimur erfdamengjum dreifkjornunga og ekki er heegt ad
greina einstaka stofna og bera pa saman vid gagnabanka (Gevers o.fl., 2005).

Mikill fjoldi edlisefnafraedilegra breyta, erfdamengjasterd, hlutfall stérra plasmida, DNA
hreinleiki o.fl. eru m.a. paettir sem trufla pattapérunarnidurstédur. Munur a gildum getur verid
allt ad 15% vegna pessa. bratt fyrir pessi vandamal eru pé nokkrir kostir vid DNA-DNA
pattapdrun par sem hun getur att vid alla rektanlega dreifkjérnunga an tillits til vaxtarskilyrda
peirra. Pessi greining gefur samreemdar malingar fyrir flokkun bakteriutegunda og med henni
er haegt ad greina 6pekkta stofha (Goodfellow o.fl., 1997).

1.3.4. Adferdir sem greina stofna innan tegunda (typing adferdir)

DNA-byggdar typing adferdir (einnig kallad DNA fingrafor) gefa venjulega til kynna
fjolbreytileika innan tegunda, m.a. undirflokkun innan tegunda i fjolda 6lika flokka (mynd 2).
peer eru viobot sem stydja svipgerdar greiningar sem reyna ad syna fjolbreytileikann i
skyldum lifverum (Vandamme o.fl., 1996). Arid 1999 skrifudu Olive og Bean yfirlitsgrein um
pessar adferdir par sem farid var yfir meginatridi adferdanna, greiningarhafni peirra, kostnad
vid ad framkvaema paer 0.fl. Sem deemi um adferdir ma nefna:

PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) er rafdrattaradferd sem getur adskilid stéra (30-800
kb) DNA buta. Sérstakur PFGE i gagnagrunnur er til par sem audvelt er ad bera saman stofna
(http://www.cdc.gov/pulsenet/index.htm). Einn helsti galli PFGE er hve timafrek adferdin er,
en pad getur tekid 2-3 daga ad fara i gegnum alla adferdina auk pess sem adferdin er mjog
st6dlud og mismunandi nidurstddur geta komiod fram & milli rannsdknarstofa.

RFLP (Restriction fragment length polymorphism) er hefébundin southern blot adferd sem
hefur verid adlogud ad adgreiningu bakteriustofna par sem stadsetning skerdiseta i serstoku
seti eru mismunandi & milli stofna. Nidurstddurnar syna gelbond af mismunandi sterdum &
milli Olikra stofna. Adferdin hefur verid notud til pess ad flokka nokkrar tegundir i
undirtegundir en hefur ekki eins mikla greiningarhafni og PFGE.

RAPD (Random amplified polymorphic DNA) greining er einnig pekkt sem arbitrary primed
PCR (AP-PCR). Hun byggir a notkun a stuttum handahofskenndum visum, 9-10 basa 16ngum,
sem festast ndgu vel vid DNA r6d til pess ad peir geti verid notadir til ad hefja mégnun svaeda
bakteriuerfdamengisins. Ef tveir RAPD primerar festast innan farra kilobasa fra hvor 6drum

sést fjarleegdin i PCR afurdinni. Fjoldi og stadsetning pessara handahdfskenndu primera er
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breytileg & milli stofna innan bakteriutegundar. Rannsoknir hafa synt ad RAPD hafi meiri
greiningarhafni en RFLP en gallinn vid adferdina er hve erfitt reynist ad endurtaka tilraunir
og fa sému nidurstodur.

AFLP (Amplified fragment length polymorphism) greining byggir a valmdgnun & sérstokum
DNA bdtum sem fengnir eru med meltingu DNA-sins med skerdiensimum. Upphaflega var
adferdin notud vid greiningu a erfdamengjum plantna en er nu i miklum meeli notud fyrir
bakteriur. Synt hefur verid fram & ad adferdina er haegt ad endurtaka med gédum arangri og
han hefur géda greiningarheaefni. bessi adferd er pvi géour kostur pegar greina & nyja
bakteriustofna og hefur mikid verid notud til greiningar & stofnum Vibrio tegunda (Thompson

o.fl., 2001).
MLST (Multi-locus sequence typing) er ny erfdafredileg adferd vid ad greina tegundir

dreifkjornunga, stundum kollud multi-locus sequence analysis (MLSA). Adferdin er
prounarfreedilega byggd & breytileika samseatra gena nokkurra protein  kddandi
naudpurftragena (e. housekeeping genes), oftast 6-10 i heildina. Naudpurftargen eru tjao til
bess ad vidhalda edlilegri virkni frumu. Sem slik eru pau talin framleida lagmarks afrit sem
naudsynleg eru fyrir lifedlisfreedilega peetti frumunnar (Butte o.fl., 2001). Par sem
greiningarhaefni radgreiningar & 16S rRNA geni einu og sér er ekki ndgu g6d & tegundastiginu
er vonast til pess ad radgreining a naudpurftargenum til vidbétar vid 16S rRNA gen nai peirri
greiningarheaefni. Einn helsti galli MLST er valid a naudpurftargenum og visum, en
mismunandi flokkar lifvera innihalda mismunandi sett naudpurftargena. Til ad koma til méts
vid pennan galla var sett upp heimasida (http://www.mlst.net/ eda http://pubmlst.org) par sem
upplysingar um pessa adferd koma fram. bar er ad finna gagnasafn sem geymir upplysingar

um naudpurftargen (og visa) ar mérgum tegundum dreifkjérnunga.

Adferd Stofn Tegund AEttkvisl AEtt
DNA-typing D e

DNA-DNA péattaporun < >

G+C moél% < >

Svipgeroarprof < >

rRNA gena radgreining < >
DNA heilradgreining < >

Mynd 2 Greiningarhafni mismunandi adferda (mynd tekin og adlogud ur Waasbergen, 2004)
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1.3.5. Radgreining

A sidustu 35 arum hefur proun taeekjabunadar sem notadur er til radgreiningar & DNA valdid
byltingu i flokkunarfraedi dreifkjérnunga. Nidurstédur ar rannséknum hafa synt ad ribésomal
RNA gen séu mjog vardveitt vegna mikilveegs hlutverks ribdséma vid nymyndun proteina.
rRNA eru sameindir med almennt og stédugt hlutverk sem kom fram a fyrri stigum préunar
og verda ekki fyrir &hrifum ef breytingar verda i umhverfi lifverunnar. pess vegna og vegna
pbess ad petta eru stérar sameindir sem innihalda téluverdar erfdafraedilegar upplysingar hafa
beer verid valdar sem sameindaerfdafraedilegur grunnur fyrir athuganir & préunarfraedilegum
tengslum a.m.k. i heimi dreifkjornunga (Rossell6-Mora og Amann, 2001).

Radgreining & 16S rRNA geninu er ein mest notada adferdin pegar lysa & nyrri
dreifkjornungategund (Tindall o.fl., 2010). Storir gagnagrunnar med 16S rRNA genarédum
eru adgengilegir i gagnabonkum & internetinu og pvi er audvelt ad bera stofna saman vid
vidmidunarstofna i gagnagrunnunum (http://mww.ncbi.nIm.nih.gov/genbank,
http://www.arb.-home.de; http://www.arb-silva.de; http://rdp.cme.msu.edu og www.arb-
silva.de/projects/living-tree). Radgreining & 16S rRNA geni nagir ekki ein og sér til pess ad
lysa tegund (mynd 2), en getur gefid fyrstu visbendingu um ad ny tegund hafi verid einangrud
(ef r6din hefur minna en 97% samsvorun vid skyldustu tegund). Ef samsvorunin er meiri en
97% parf ad beita 6drum adferoum, eins og t.d. DNA-DNA péttapdrun eda erfdafreedilegum
adferoum med meiri greiningarhaefni. Einnig parf avallt ad vera samhengi a milli
radgreiningar og svipgerdarprofana (Tindall o.fl., 2010). Peir Stackebrandt og Goebel (1994)
settu morkin & milli radgreiningar & 16S rRNA geni (97%) og DNA-DNA pattapdrunar
(70%). Arid 2006 birtu peir Stackebrandt og Ebers endurskodud mork eftir ad hafa farid i
gegnum allar greinar sem birtar voru i IJSEM t6lubladi 55. Frekar en 97% mela peir nd med
bvi ad proskuldur likingar ar 16S rRNA radgreiningu sé 98,7-99% sem vidmid um pad
hvener gera eigi DNA-DNA pattaporun fyrir lysingu & nyrri tegund. Grafid sem peir greina
fra (mynd 3) synir 380 gagna punkta sem allir fengust med pattaporunaradferoum & peim
tegundum sem standa fyrir flestar fylkingar dreifkjornunga. Adeins tvaer rannsoknir & premur
stofnapérum syndu ad samsvérun undir 99% i 16S rRNA radgreiningu er samsvarandi vid
DNA-DNA pattapdrun yfir 70%.
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Mynd 3 Samanburdur & 16S rRNA likingar gildum og DNA-DNA péttapdrunargildum. Mismunandi
litir punktanna takna mismunandi adferdir vid greiningu. Orvarnar benda & stadsetningu in silico-
endurreiknadra 16S rRNA genarada. Bleika linan synir mork sem sett voru arid 1994 en blau linurnar
syna mork sem sett voru arido 2006 og melt er med ad nota i dag. Adeins gildi fyrir ofan 96%
samsvorun 16S rRNA gena eru synd (mynd tekin og adloégud ur Stackebrandt og Ebers, 2006).

1.4. Framtidarhorfur i tegundagreiningu

,Heefni til ad greina bakteriu er spurning um tima; hin etti ad vera eins full af n(tima
adferoum og mogulegt er. Pvi midur, er pad sem talid er ndg i dag liklega algerlega
Ofullnegjandi eftir 10 ar!“ (Cowan, 1965). Pessi fullyrding lysir prounarhradanum i
flokkunafreedi dreifkjornunga arid 1965 en a jafn vel vid i natimanum.

Fjoldi lysinga & nyjum tegundum og nyjum ettkvislum sem birtar eru i timaritinu IJSEM fer
vaxandi og blast méa vid ad su stefna haldi afram um okomin ar. Gridarlegur fjolbreytileiki a
medal dreifkjarna lifvera hefur fundist og pessar lifverur hafa verid eingangradur ar ymsum
umhverfisadstedum. Yfirgripsmikil lysing & stofni er lykilpattur i flokkunarfraedi
dreifkjornunga en & sidustu aratugum hafa adferdum sem notadar eru vid lysingu & dreifkjarna

lifverum fjolgad heilmikid. Stefnan virdist liggja i att ad erfoafreedilegri flokkun en

upplysingar um svipgerd verda afram émissandi i flokkunarfraedi dreifkjérnunga.

Fra pvi ad Tomb o.fl. (1997) heilradgreindu Helicobacter pylori hefur fjéldi heilradgreindra
erfdamengja aukist gridarlega (mynd 4).
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Mynd 4 Suluritid synir fjolda heilradgreindra erfdamengja fra arinu 1995 til 2009 (mynd tekin og
aoldgud af www.genomesonline.org).

GOLD (Genomes Online Database) er internet gagnagrunnur par sem hagt er ad komast i
yfirgripsmikinn adgang ad upplysingum sem tengjast fullklarudum og yfirstandandi
verkefnum & heilradgreiningu erfdamengja, asamt metagenomes og metadata um allan heim
(http://genomesonline.org). I oktdber 2009 kom tilkynning pess efnis ad tegund ndmer 1000
hafi verid heilradgreind og i mars 2011 var svo aftur tilkynnt ad verkefnin hja GOLD sem
tengjast heilradgreiningu erfdamengja veeru ordin 10.000 talsins.

Fleiri gagnagrunnar eru til, DDBJ (DNA Database of Japan, http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-
e.html), EMBL (European Molecular Biology Laboratory, http://www.embl.de) og GenBank
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank), sem eru allir hluti af International Nucleotide
Sequence Database Collaboration (http://www.insdc.org) en enginn gagnagrunnur virdist
innihalda allar tegundir sem heilradgreindar hafa verid (Lagesen o.fl., 2010). bvi er porf &
gagnagrunni par sem heagt er ad nalgast daglega uppfeerdar upplysingar um radgreiningar
erfdamengja. Upplysingarnar sem fast ar heilradgreiningu erfdamengja eru ahugaverd vidbot
vid par sem nu pegar teljast ,,hefdbundnar® en rannsoknir hafa synt ad erfdamengi geta verid
mjog breytileg & milli stofna sem tilheyra somu tegundinni (Tettelin o.fl., 2005). Med pessum
upplysingum kom hugtakid al-erfdamengi (e. pan-genome) fram. Al-erfdamengi tegundar
samanstendur af , kjarna-erfdamengi (e. core-genome) sem inniheldur gen sem eru i 6llum

stofnum tegundarinnar og ,,auka-erfdamengi“ (e. dispensable genome) sem inniheldur gen
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sem eru i tveimur eda fleiri stofnum og gen sem eru einstok i stofnum tegundarinnar. Auka-
erfdamengid er talio vera mikilveegt vegna pess ad par virdist uppspretta erfdafredilegs
breytileika i bakteriusamfélogum vera. Breytileikinn er tilkominn vegna genaferslu sem leyfir
undirsamfélégum bakteria ad adlagast sérstokum umhverfiskimum.

Fjoldi einstakra gena er gridarlegur og pvi er al-erfdamengi bakteriutegundar steerra en eitt
erfdamengi (Medini, D., 2005). Margar nylegar rannsoknir & bakteriutegundum byggja & al-
erfdamengi peirra (Donati o.fl., 2010; Deng o.fl., 2010; Fischer o.fl., 2010; Sahl o.fl., 2011)
og pvi er liklegt ad gerdar verdi heilmiklar uppgétvanir & tegundum i framtidinni sem ekKi
finnast med hefdbundnum adferdum, ekki sidur vegna tilkomu nys forrits, Panseq, sem radar

erfdamengjarodum saman i al-erfdamengi (Laing o.fl., 2010).

Onnur ny og spennandi adferd vid ad bera saman stofna innan tegundar hefur verid notud en
han nefnist sjonreen kortlagning (e. optical mapping, http://www.opgen.com). Schwan o.fl.
(2010) voru liklega fyrstir til pess ad nota pessa adferd til pess ad flokka bakteriur pegar peir
greindu pvagfeerasykjandi E.coli stofna i mismunandi undirhdpa. Adrir hafa notad sjonrena
kortlagningu til pess ad kortleggja erfdamengi (Chen o.fl., 2006; Kotewicz o.fl., 2007 og
2008). Adferdin gengur Ut & ad fa skipuldgd, heilla erfdamengja, skerdikort Ur einni DNA
sameind (mynd 5). Nidurstédurnar gefa yfirgripsmiklar upplysingar um erfdafreedilega

uppbyggingu stofna.

L e e

Mynd 5 Synishorn af nidurstédum Gr sjénreenni kortlagningu. Sérstakt MapCode™ mynstur sést par
sem lodréttar linur standa fyrir stadsetningu skerdiseta og fjarlaegdin & milli lina synir sterd batanna
(mynd tekin af http://www.opgen.com).

Greining bakteria med Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight (MALDI-
TOF) massagreini var kynnt fyrir meira en prjatiu arum (Anhalt og Fenselau, 1975) en adeins
nylega hefur hdn verid notud sem fljétvirk, 6dyr og nokkud nakvem adferd vid greiningu
bakteriustofna, sérstaklega a kliniskum rannsoknarstofum (Seng o.fl., 2009). MALDI-TOF
massagreinir getur greint proteingerd bakteriufrumu beint af yfirbordi hennar. Jonir eru
adgreindar eftir mélmassa peirra og hledslu og bakteriur eru greindar eftir hlutfalli molmassa
0g hledslu (mass/charge ratio, m/z). Adferdin tekur adeins nokkrar minatur og Ur henni fast
500 — 11.000 m/z toppar. Hver toppur stendur fyrir sameindabit sem losnar fra
frumuyfirbordinu & medan laser desorption fer fram. Galli a adferdinni hefur hindrad
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flokkunarfraedinga i ad nota hana vid greiningu bakteriutegunda en of margar sameindir sem
greindar eru i massagreininum eru breytilegar eftir vaxtarskilyrdum bakteriunnar (t.d. &ti og
reektunartima). Unnid er ad lausn a pessu vandamali, fyrst med gagnabanka sem inniheldur
fjoldan allan af toppum fyrir hvern vidmidunarstofn, en einnig med greiningu & serstokum
tegunda-toppum sem haegt veeri ad leita eftir pegar stofn er greindur (Nassif, 2009). Ymislegt
parf ad laga til pess ad gera pessa adferd nakvaemari en ef pad tekst er hér komin god vidbot i
pa floru adferda sem greina bakteriutegundir.

Ein nyjasta adferd tegundagreiningar nefnist ANI (average nucleotide identity) (Richter og
Rossell6-Mora, 2009). betta er adferd sem héfundar vilja meina ad taki vio af DNA-DNA
pattapdrun ad skilgreina tegundir dreifkjornunga. Til pess ad reikna Gt medaltal af
basasamsvorun tveggja lifvera parf ad hafa a.m.k. 20% af radgreindum erféamengjum, helst
50% en heilradgreining & erféamengjum lifveranna hentar best. ANI gildi upp 4 95-96% & ad
vera samsvarandi hefobundna 70% DNA-DNA pattapérunargildinu. NU pegar hafa pd nokkrir
visindamenn birt nidurstédur sem byggdar eru & ANI gildum (Hall o.fl., 2009; Haley o.fl.,
2010; Campbell o.fl., 2011). Forvitnilegt verdur ad fylgjast med i framtidinni hvort pessi

adferd nai ad festa sig i sessi, sérstaklega med auknum fjolda heilradgreindra erféamengja.

Greinilegt er af éllum pessum nyju adferdum ad spennandi timar eru framundan i greiningu
tegunda dreifkjérnunga. Hugsanlegt er ad uppstokkun verdi a pvi flokkunarfraedikerfi sem nu
begar hefur fest sig i sessi. Margar tegundir eru ranglega flokkadar og pegar heilradgreining
erfdamengja verdur adgengileg fleirum er liklegt ad einhverjar endurflokkanir eigi sér stad.
proun nyrra adferda og tekjabunadar hefur verid mjog hrod a4 undanférnum aratugum og
spurning hvenaer komid er ad stédufasa i peim malum. Er haegt ad beeta fleiri adferdum vid
tegundagreiningar pegar 6ll pekkt erféamengi hafa verid radgreind ad fullu? betta er spurning

sem adeins flokkunarfraedingar framtidarinnar geta svarad.

23



1.5. Markmio rannsoknarinnar

Adalmarkmid rannsdknarinnar var ad flokka og greina um 200 stofna sem einangradir hofou
verid af fiskum og ar sj6 vid Islandsmid og athuga hvort nyjar tegundir veeri ad finna i
stofnasafninu. Til pess purfti ad setja upp tveer adferdir, athugun a G+C mol% og AFLP, sem
ekki hofou verid gerdar hér & landi &dur.
Til pess ad adalmarkmidi yrdi ndd voru nokkur undirmarkmid sett:
e Ad greina stofnasafnid i tegundir med AFLP adferd.
e Ad greina nokkra valda stofna til eettkvisla med radgreiningu & 16S rRNA geni peirra.
e Ad athuga G+C mo6l% nokkurra valdra stofna.

¢ Ad finna mogulega nyjar tegundir i stofnasafninu og lysa a.m.k. einni nyrri tegund.
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2. Efni og adferdir
2.1. Bakteriustofnar og vaxtarskilyroi

2.1.1. Bakteriustofnar

Bakteriustofnarnir sem til rannsdknar voru, voru einangradir & arunum 1992 — 1993 &
Liffreedistofnun Haskdlans. Stofnar merktir F voru einangradir ar porski, ysu, lysu, hrognkelsi
og laxi, af rodi, talknum, ar pdrmum og parmainnihaldi. Fiskarnir voru heilbrigdir og allir
nema laxinn veiddir & Faxafléa. Laxinn fékkst i eldisstod (Islandslax). Stofnar merktir V
voru einangradir Ur sjo eda isoltu vatni i fiskeldisstd, sjavarsynin voru tekin & Faxafloa stutt
fra strondinni eda tekin lengra (ti & sjo af hafrannsdknarskipi. OIl synin voru tekin
samdaegurs til reektunar nema pau sem tekin voru & hafrannsoknarskipinu, en pau voru upp i
nokkurra daga goémul.  Stofnarnir hofou verid settir i greiningarprof samkvemt
Benediktsdattir o.fl. (1998) (sja vidauka B).

Eftirfarandi vidmidunarstofnar voru notadir f rannsékninni: Moritella marina NCIMB 11447
(ATCC 15381), Aliivibrio logei NCIMB 1143 (ATCC 15382) and Aliiv. logei NCIMB 22527
(ATCC 29985), V. anguillarum NCIMB 6, V. splendidus NCIMB 17, Photobacterium
phosphoreum NCIMB 12827 og Ph. phosphoreum NCIMB 844 fengust fra National
Collections of Industrial and Marine Bacteria Ltd i Skotlandi. Shewanella hanedai DSMZ
6066 fékkst fra Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in
Braunschweig, Pyskalandi. V. crassostreae, CAIM 1405" (LMG 22240), V. gallaecicus,
CECT 72447, V. gigantis, CAIM 25" (LMG 22741") og V. pomeroyi, CAIM 578" (LMG
20537) voru gjof fra Dr. J. Romalde, Santiago De Compostela. Departamento de
microbioloxia, University of Santiago de Compostela. Moritella viscosa V1 478/88" og M.
japonica JCM 10249" fengust gefins fra Dr. E. Myhr og Dr. D. Colquhoun, National
Veterinary Institute i Oslo, Noregi. Photobacterium iliopiscarium PS1" var gjof fra Dr. J.

Swings, University of Ghent, Belgiu.

2.1.2. Vaxtarskilyradi og aeti

Allir stofnar, i 6llum rannséknum, voru reektadir i Marine Broth (MB, Difco 2216) en fyrir
fast eti var MB notad med pvi ad baeta vid 1,5% agar (Agar No. 1, Oxoid LP0011). Hitastig
reektunna var breytilegt frd 10°C - 20°C nema pegar hitastigsprofanir voru gerdar, pa var
hitastigshilid fra 0°C — 37°C. Timi reektunna var einnig breytilegur eftir pvi hvada hitastig var
notad og hvort bakterium var sad i vokvazti eda a fast ati. Hreinleikaprof voru gerd a
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blodagar med vidbaettu salti (Tryptic Soy Agar (Oxoid CNO0131), 1.5% NaCl og 5%
hestabl6d). Allir stofnar voru geymdir & MB agar skalum vid 4°C, og peim var hreinstrikad

- s s -

2.2 Svipgerdarprof

Leegsta og haesta vaxtarhitastig var kannad (fr4 0-37°C). Stofnarnir voru hafdir i 3 vikur vid
0°C, eda par til stodufasa var nad. Vid heerri hitastig (4-37°C) var reektunartiminn fra 24-120
klst. Minnsta og mesta saltporf var konnud en eftirfarandi saltstyrkir voru profadir: 1, 2, 4, 5
0g 7% NaCl. Vid profanir & saltporf for raeektun fram vid 15°C i 48 — 96 klst.

2.3 DNA einangrun

Ymsar adferdir voru notadar vid DNA einangrun eftir mismunandi greiningu & pvi. Fyrir
athugun a G+C mo1% purfti mikid magn af DNA og vard phendl einangrun fyrir valinu pvi
med henni kemur mikid magn af tiltélulega hreinu DNA ur lifmassa. Fyrir AFLP voru 5

adferdir profadar. Lengst af var svokollud ,,Pitcher adferd notud, upprunaleg og med ymsum

breytingum. Einnig voru profud DNA kit fra Dynabeads® (Dynal ASA, Osld) og

NucleoSpin® Tissue (Macherey-Nagel) asamt hefdbundinni phendl adferd. Endanleg
nidurstada var ad nota Master Pure™ DNA Purification Kit (Epicentre, Madison, WI, USA).
Allar einangranir med kittum voru framkvaemdar samkvemt leidbeiningum framleidanda
nema Rnasi I (New England BioLabs) var notadur i NucleoSpin® Tissue i stad Rnasa A.
Styrkur DNA Ur Ollum adferoum var akvardadur vid 260 nm i Nanodrop 1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc. Wilmington, DE 19810, USA) og var
hreinleiki metinn med hlutfallinu 260nm/280 nm (1,8-1,9 = hreint DNA). Stadfesting og
skodun a DNA einangrun var gerd med rafdreetti & 1 % agardsageli.

2.3.1. DNA einangrun med phendl adfero

Til pess ad einangra DNA med phendl adferd voru 100 ml af reekt spunnir nidur (frumur
pvegnar 1-2x) og frumur leystar upp i 4 ml af TE buffer. P4 var lausnin gerd 1% SDS og
proteasa K lausn (1mg/ml) sett i lausnina par til lokastyrkur var 50 pg/ml. Lausnin var pa h6fo
i 2 kist vid 50°C. 4 ml af jafnveegisstilltu phendli (Sigma) voru settir saman vid lausnina og
blandad vel i 5 min. Lausnin var spunnin nidur vid 4500-5000 rpm og 4°C i 20 min.
Vatnsfasinn var hirtur og medhoéndladur tvisvar med phendli (eda eins oft og purfti, 2-4x) a

saman hatt og adur. Vid vatnsfasann var blandad 4 ml af lausn sem innihélt kléréform og

26



isoamylalkahdl i hlutfollunum 24:1 og spunnid eins og adur. Vatnsfasinn var gerdur 0,3M
med natrium acetat og DNA fellt it med 8 ml (eda tvofoldu rammali vatnsfasans) af iskoldu
98% etanoli. P4 var DNA-id vafido upp & kaldan, daudhreinsadan glerstaf, pvegid med 70%
etanoli, 1atid porna og leyst upp i 0,5 ml af TE buffer. DNA-id var geymt vid 4°C yfir nétt. Ef
litid var af DNA var pad spunnid nidur (12000 rpm og 4°C) og leyst upp i TE buffer eins og
aour.

Daginn eftir var 0,2 ml RNAsa lausn (50 pg/ml) beett it i DNA lausnina og hun hofd vid 37°C
i 30-60 min. P& var 0,2 ml Proteasa K lausn (50 pg/ml) baett ut i DNA lausnina og hun hofd
vid 42°C i 30-60 min. 4 ml af jafnveegisstilltu phendli var beett it i DNA lausnina, blandad vel
saman og sidan spunnid eins adur. Vatnsfasinn var hirtur og 4 ml af kléréformbléndu (24:1)
blandad vel saman vid og spunnid eins og adur. Vatnsfasinn var gerdur 0,3 M med natrium
acetat og fellt Gt eins og adur. I lokin var DNA-id leyst upp i 0,5 ml TE buffer og geymt i keeli

eda frysti eftir pvi sem vid atti.

2.3.2. DNA einangrun med Pitcher adferd

DNA var einangrad med Pitcher adferd eins og adur hefur verid lyst (Pitcher o.fl., 1989).
Frumur voru teknar af einni agarskal og leystar upp i 500 ul TE buffer. Lausnin var spunnin
nidur i 3 min vid 14500 rpm, flotinu hent og spunnid aftur nidur til pess ad na ollu floti af.
Botnfallid var pa leyst upp i 100 pl TE (pH8) og 500 ul af 8,0M GES (guanidium thiocyanate,
EDTA og sarkosyl) blandad varlega saman vid pangad til lausnin vard teer. betta var svo haft
4 1s 1 5 min og pa blandad saman vid 250 pl af 7,5 M ammonium acetati (iskoldu). Aftur sett &
is 1 5 min og pa blandad saman vid 500 pl af iskaldri chloroform/isoamylalkohol lausn (24:1).
Petta var hrist par til lausnin vard einsleit og mjélkurlitud. Spunnid par til efri fasinn vard teer
og pa teknir 700 pl af teerum efri fasanum og settir 1 378 pl af koldu isdépropanoli (eda 54% af
bvi sem neest af efri fasanum). P4 var glésunum hvolft varlega i 1 min par til hvit Gtfelling
sast. Spunnid nidur i 10 min vid 7500 rpm, flotinu hent og spunnid aftur nidur til pess ad na
Ollu floti af. b4 voru settir 150 pl af 70% etandli & botnfallid, ekki blandad og sett 1 stutt
spinn. Allt flot var tekid af og pvotturinn endurtekinn 2-4x. Botnfallid var purrkad i loftteemi i
nokkrar minutur og loks leyst upp i 100 pl TE (pH8) og geymt i kali eda frysti eftir pvi sem

Vio a.
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Breytt Pitcher adferd
par sem Pitcher adferdin dugdi ekki var henni breytt. bar sem unnid var med kuldakeerar

bakteriur voru 6ll skilvinduskref gerd vid 4°C en annars var profad ad:
e hafa mismunandi reektunartima og taka mismikid af frumum.
e beeta vid RNasa It i lokin (3U/syni, 30 min vid 37°C).
e beta vid RNasa l¢ og préteasa K (50 pg, 15 min vid 65°C) i lokin.
e beetavid RNasa I¢ og proteasa K i GES .
e beeta vid proteasa K i GES og RNasa I i lokin.
e pynna GESi1,6M
e medhondla rektir 1 formaldehydi (raekt leyst upp 1 450 pl af TE og 50 ul af 35%

formaldehydlausn, keelt i a.m.k. 1 klst & is).

2.4. Akvordun a G+C mé61% i DNA bakteriustofna

Akvordun & G+C mol% var gerd eins og adur hefur verid lyst (Mesbah o.fl., 1989).
Medhondla purfti DNA-id adur en HPLC keyrsla for fram. Fyrst voru 25 pg DNA (einangrad
med phendl adferd) felld ut med tvofoldu rammali af etandli (98-100%) og glosin sett i -20°C
i 30 min. Lausnin spunnin nidur i 15 min vid 12.000 rpm og 4°C. Flotid var tekid af og 25 ul
af eimudu vatni sett & botnfallid. Gldsin voru pa sett i sjédandi vatn i 2 min og eftir pad strax i
isbad i 4 min. ba var blandad saman vid 50 pl af natrium acetat buffer (30 mM, pH 5.3), 5 ul
ZnSO,4 (20 mM) og 3 ul af P1 nakleasa (1 mg/ml i Natriumacetat buffer, 340U/ml). Glosin
voru sett 1 37°C 1 2 klst og pa baett vid 5 pl af glysin buffer (0,1M) og 5 pl af alkalin fosfatasa
(200U/m i glysin buffer). Glosin aftur set i 37°C en nu i 6 klst. Pa var lausnin spunnin nidur
vid 10-11.000 rpm i 4 min og glosin geymd i frysti par til HPLC keyrsla for fram

Adur en keyrsla for fram med Acta purifier HPLC taeki var stlan (NUCLEOSIL 100, C18,
5 um 25x0,4, SMI-LabHut, England), adlogud ad ferdafasa. Sulan var avallt geymd i 100%
metanoli og pvi voru fyrstu keyrslur med 100% metandli, pa 50% og 10% metandli (u.p.b. 30
min hver lausn) og loks ferdafasa (KH,PO4, TBA og metanol). Ferdafasinn var latinn ganga
yfir nétt (0,5 ml/min eda 60 bor) og sulan var hofd vid 35°C. Halfum til einum tima fyrir
keyrslu var fleedihradinn aukinn i sama hrada og fyrir syni (1,2 ml/min). Bylgjulengd var stillt
a 254 nm. Eftir keyrslu var stlan aftur adlégud ad 100% metand6li med sému lausnum og adur

nema nu i 6fugri r6d. Flatarmal undir toppum sem stédu fyrir basa G og T var notad vid
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atreikninga a G+C moél% og stofnarnir Calf thymus og Lambda (Sigma) voru notadir sem

viomid.
2.5 AFLP

Amplified-fragment length polymorphism (AFLP) var framkveemt eins og adur hefur verid
lyst (Vos o.fl, 1995). DNA var einangrad med Master Pure™ DNA Purification Kit
(Epicentre, Madison, WI, USA). Ensim voru ymist keypt fr& Fermentas GmbH (Leon-Rot,
pyskalandi) eda New England BioLabs og notud samkvemt radleggingum framleidanda.
Fakirni (e. oligonucleotide) voru myndud af TAG Copenhagen (Kaupmannahofn, Danmaorku).
DNA (1 pg) var melt med Hindlll (10U) og Tagl (40U) vid 37°C og 65°C, hvort um sig, i 3
Klst og pvi naest sett i 80°C i 20 min. Hindlll og Taql tegndibdtum (e. adapter) var bztt vid i
lokastyrknum 0,25 uM og 2,5 uM, hvor um sig, og limdir vid skerdibitana med T4 DNA
ligasa. betta var haft vid 16°C yfir nott. Afurdin var pynnt (1:10) og gerd var formdgnun (e.
preamplification) med Taq polymerasa og visunum HOO (5"-GACTGCGTACCAGCTT-3")
0g TOO (5"-CGATGAGTCCTGACCGA-3") (0.25uM). betta var sett i 25 hringi af 94°C i 30
sek, 56°C i 1 min, 72°C i 1 min og lokahitastig var 72°C i 5 min. bynnt (1:50) afurd ur
formognun (e. preamplification) var mot i valmognun (e. selective amplification) med notkun
a visunum H01-6-FAM (5"-GACTGCGTACCAGCTTA-3") (0,05 uM) og T00 (0.25 uM).
H01-6-FAM var flGormerktur og innihélt val-basa (e. selective base) & 3"-endanum
(undirstrikadur). Hvarfid var sett i 13 hringi par sem porunarhitastig var leekkad Gr 65°C um
0,7°C i hverjum hring og 23 vidbotar hringi par sem porunarhitastig var 56°C (94°C i 30 sek,
56°C i 30 sek, 72°C i 1 min) og lokahitastig var 72°C i 5 min.

Afurd valmognunarinnar var blandad saman vid jafn mikid magn af hledslu buffer
(formaminid, 10 mM EDTA, 0.025% bromdfendl blar) og hitad i 3 min vid 95°C, geymt & is i
5 min og rafdregid a 6% acrylamid geli med 8M Urea med pvi ad nota TBE buffer (1500V,
40mA). AFLP fingrafor saust vegna fluormerkta visisins (HO1-6-FAM) med pvi ad nota
Typhoon 9400 variable Mode Imager (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA).

Betri greiningarhafni sast po pegar afurd valmognunarinnar var pynnt (1:10), blandad vid
hledslu buffer og sett i ABI 3730 DNA harpipu radgreini (e. capillary sequence analyzer).
Unnid var ar gégnunum i GeneMapper (v4.0) hugbtnadi samkvemt AFLP adferdinni og peir
T-RF toppar sem innihéldu minna en 50 floreiningar voru utilokadir.

Nidurstddur voru settar a tviundaform (binary form) og unnid ur peim med hugbunadinn

Bionumerics (V 6.01) (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgiu), samsvorunar fylki (e.
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similarity matrix) var buid til og Dice stadall notadur. Attartré var myndad med UPGMA
adferd. Stofnar sem voru med 45% samsvorun voru hopadir saman sem tegund (Thompson

o.fl., 2001), en samsvorun yfir 88% var greint sem klonar (Hidalgo o.fl., 2008).

2.6. 16S rRNA radgreining

Phendl adferd var notud til pess ad einangra DNA (r peim stofnum sem radgreindir voru.

16S rRNA genid var magnad med Taq polymerasa (Fermentas) og visum F9 (5°-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") og R1544 (5"-CCCGGGATCCAAGCTTAGAAAGGA-
3”). Hvorfin voru pa sett vid 94°C i 5 min, 30 hringi af 94°C i 1 min, 52°C i 1 min og 72°C i
1,5 min og ad lokum i 7 min vid 72°C. Afurdir voru pa medhondladar med ExoSaplt™
(Amersham Biosciences). R6din var akvérdud med notkun a Applied Biosystems 3730 DNA
radgreini og BigDye®Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Visar F9 og R1544 voru notadir i radgreininguna asamt visum F338
(5"-ACICCTACGGGIGGCAGCAG-37), R357 (5-CTGCTGCCICCCGTAGG), R805
(5"-GACTACCCGGGTATCTAATCC) og R1195 (5-GACGTCITCCCCICCTTCCTC-3).
Radgreindir voru u.p.b. 1500 basar. Radirnar voru bornar saman vid skyldar radir sem fengust
Ur Ribosomal Database Project (RDP) eftir BLAST leit. R6dunum var radad saman med
skyldum bakterium med Clustal X (Thompson o.fl., 1997). Attartré var byggt ar neighbour
joining med NJplot forritinu (http://pbil.univ-lyonl.fr/software/njplot.html).

2.7. Myndataka med rafeindasmasja

Rafeindasmasjarmyndir voru teknar med Leo Supra 25, Field Emission Scanning Electron
Microscope (FE-SEM) eftir reektun fruma i Marine Broth 2216 (Difco) i 4 daga vid 10°C. b4
voru 2 ml af raekt spunnir nidur og frumur leystar i 400 pl af fixer (fosfatbuffer og 2%
gluteraldehyd). Lausnin var geymd i isskap i 14 klst, spunnin nidur og pvegin 2 sinnum med
fosfatbuffer. P& voru frumurnar leystar upp i 0,8 ml af 10% etandli i 15 min og spunnar nidur
aftur. petta var endurtekid med 30%, 50%, 70% og 90% etanol, i pessari r6d. Ad lokum voru
frumurnar leystar upp i 400 pl af 100% etanéli. Adur en myndatakan for fram purftu
frumurnar ad fara i gegnum critical point drying og gullhGdun i Edwards Sputter Coater
S150B i 2 minatur.
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3. Niourstoour

3.1. Radgreining 16S rRNA gena

Um 1500 bp eda nar allt16S rRNA gen var radgreint ar 20 véldum stofnum (tafla 1 og mynd
6). Af trénu (mynd 6) ma sja ad stofnar F126, V2 og F81 hopast saman og tilheyra
ettkvislinni Aliivibrio asamt stofninum F109. Stofnar F74, V198, V124, F19 og V157 eru af
&ttkvislinni Vibrio og stofnar V1, F45 og F132 af @ttkvislinni Photobacterium. Allir
upptaldir stofnar hingad til eru af sdmu ett, Vibrionaceae. Stofnar V27 og F140 tilheyra
&ttkvislinni Shewanella og stofnar F61 og F67 eru af attkvislinni Moritella. Sidasti hopurinn
tilheyrir attkvislinni Psychromonas, en pad eru stofnar V136, V33, F123 og F129. I toflu 1
ma sja nidurstddur samsvorunar fylkja (e. similarity matrix) par sem samsvorun vid nasta

viomidunarstofn er tekin fram.

Tafla 1 Neesti vidmidunarstofn og samsvorun vid hann samkveemt 16S rRNA radgreiningar

samsvorunar fylki (similarity matrix).

Stofn Naesti vidmidunarstofn Samsvorun
F126, V2, F81 Aliivibrio fischeri (ATCC 7744") 100%
F109 Aliivibrio logei (ATCC 29985") 100%
F74 Vibrio splendidus (ATCC 33125") 97,1%
V198 Vibrio splendidus (ATCC 33125") 99,8%
V124 Vibrio pectenicida (ATCC 700783") 99,8%
F19 Vibrio calviensis (ATCC BAA-606") 97,1%
V157 Vibrio calviensis (ATCC BAA-606") 98,8%
V1 Photobacterium profundum (JCM 10084 ") 99,6%
F45 Photobacterium profundum (JCM 10084 ") 100%
F132 Photobacterium phosphoreum (ATCC 11040") 100%
V27 Shewanella hanedai (ATCC 33224 ") 97,1%
F140 Shewanella hanedai (ATCC 33224 ") 99,3%
F61 Moritella viscose (ATCC BAA-105") 98,5%
F67 Moritella marina (NCIMB 1144") 99,8%
V136 Psychromonas antarctica (DSM 10704") 97,1%
V33 Psychromonas antarctica (DSM 10704") 99,5%
F123 Psychromonas arctica (DSM 14288") 99%
F129 Psychromonas arctica (DSM 14288") 100%
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Mynd 6 bréunarfradilegt tré byggt a 16S rRNA genarédum (u.p.b. 1500 basar).

Radir stofnanna sem notadir voru sem vidmidunarstofnar voru: Th. fumicolans DSM 12820"
(AY099176) (Uthépur), Aliivib. fisheri ATCC 7744" (X74702), Aliivib. logei ATCC 29985"
(AJ437616), V. splendidus ATCC 33125" (X74724), V. pectenicida ATCC 700783" (Y13830), V.
calviensis ATCC BAA-606" (AF118021), Ph. profundum JCM 10084 (D21226), Ph. phosphoreum
ATCC 11040" (D25310), Sh. woodyi ATCC 51908 (CP000961), Sh. hanedai ATCC 33224" (X82132),
M.viscosa ATCC BAA-105" (AJ132226), M. marina NCIMB 1144" (X82142), Psych. antarctica DSM
107047 (Y14697) og Psych. arctica DSM 14288 (AF374385).
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3.2. G+Cmol%

G+C innihald var kannad (tafla 2) i somu stofnum og settir voru i radgreiningu & 16S rRNA
geni. Asamt stofnunum voru syni Gr Calf thymus (Sigma) (41,9% G+C innihald
(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/d4522pis
.Par.0001.File.tmp/d4522pis.pdf) og Lambda DNA (Sigma) (49,9% G+C innihald (Mesbah
o.fl., 1989), stakir basar (A, T, C og G) (Fermentas) og basablanda (ATCG) einnig keyrd med
HPLC adferd. Allir stofnar voru keyrdir einu sinni. bar sem topparnir voru ekki hreinir var
akvediod ad nota adeins G og T toppa vid Utreikninga & G+C mol% skv. Mesbah o.fl., 1989.

Tafla 2 Nidurstodur G+C mol% utreikninga med Calf thymus og Lambda DNA sem vidmid.

Stofn GAC MOI% G+C mdl% na.es.tu vi6mi6unaraettkvistlar skv.
radgreiningu & 16S rRNA geni

F19 44,9% Vibrio 38-51% (Baumann og Schubert, 1984)
F45 46,3% Photobacterium 40-44% (Baumann og Schubert, 1984)
F61 45,8% Moritella 40-42% (Urakawa o.fl., 1998)
F67 42,6% Moritella 40-42%

F74 44, 7% Vibrio 38-51%

F81 41,9% Aliivibrio 38-42% (Urbanczyk o.fl., 2007)
F109 42,6% Aliivibrio 38-42%

F123 43,7% Psychromonas 38,1-43,8% (Auman o.fl., 2006)
F126 44,0% Aliivibrio 38-42%

F129 41,5% Psychromonas 38,1-43,8%

F132 42,8% Photobacterium 40-44%

F140 41,8% Shewanella 39-55% (Venkateswaran o.fl., 1999)
V1 42,5% Photobacterium 40-44%
V2 42,5% Aliivibrio 38-42%

V27 41,1% Shewanella 39-55%

V33 42,1% Psychromonas 38,1-43,8%

V124 39,6% Vibrio 38-51%

V136 41,3% Psychromonas 38,1-43,8%

V157 44,9% Vibrio 38-51%

V198 42,1% Vibrio 38-51%
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3.3. Svipgeroarprof

Vaxtarhiti og saltporf var konnud hja voldum 20 stofnum 0r stofnasafninu, sému stofnum og
valdir voru til radgreiningar & 16S rRNA geni (tafla 1) og athugunar & G+C mol% (tafla 2).
Helstu nidurstédur ar pessum profum voru peer ad allir stofnar uxu vid 4-15°C en adeins prir
stofnar (V124, V157 og V198) uxu vid 30°C. Atta stofnar (F74, F109, F126, F140, V2, V27,
V33 0g V136) voru profadir vid 0°C og uxu peir allir vid pad hitastig.

Enginn stofnanna 6x & &ti med 0% NaCl en 5 stofnar (F45, F132, F140, V1 og V198) uxu
med vidbattu 0,5% NaCl. Adeins prir stofnar (F126, F140 og V198) uxu vid 6% NaCl og
fjorir (F19, F132, V1 og V124) vid 5% NaCl.

3.4. AFLP

Upphaflegur fjoldi stofna sem flokka atti med AFLP var um 200. Vegna erfidleika vid ad
halda stofnunum lifandi voru adeins 166 stofnar keyrdir med AFLP &samt
vidmidunarstofnum. Sautjan stofnar komu ekki négu vel ut ar keyrslunni (of fair toppar) og
voru pvi adeins 149 stofnar notadir.

Nidurstoour ur AFLP syndu ad 117 stofnar myndudu 22 hépa en 32 stofnar voru stakir dsamt
11 vidmidunarstofnum (tafla 3 og myndir 7, 7a, 7b, 7c og 7d). | 12 hépum af 22 voru
vidmidunarstofnar, stofnar med radgreint 16S rRNA gen (undirstrikadir) eda stofnar greindir i
annarri rannsékn (Benediktsdattir o.fl., 2000) (tviundirstrikadir) sem hegt var ad bera saman

Vio.

Eftirfarandi stofnar voru stakir: V124, V202, V27, V183, F22, V28, V182, V181, V25, F32,
F69, V1, F129, F61, F74, V16, F118, V98, F33, V138, V137, V204, V180, V198, V87,
V154, F75, V60, F23, F18, V100, og V23.

Af pessum stofnum hafdi 16S rRNA gen verid radgreint Gr 7 peirra (undirstrikadir, sja naesta

vidmidunarstofn i toflu 2).

Peir vidmidunarstofnar sem voru teknir med en hépudust ekki med 6drum stofnum voru:
Vibrio anguillarum, Moritella japonica, Vibrio gallicus, Moritella marina 1144", Shewanella
hanedai, Vibrio gigantis, Vibrio pomeroyi, Vibrio splendidus, Vibrio crassostreae, NCIMB

1143 og Photobacterium phosphoreum 844.
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Tafla 3 Hopamyndun ur AFLP.

Hopur | Stofnar Uppruni

1 | F57 og 487-8" M. viscosa 100% Talkn (grasleppa)
50% Talkn (grasleppa)

2 F54 og V203 50% Sj6r
67% Talkn (porskur)

3 F98, F102 og V95 33% Sjor
60% Sjor

4 V5, V11, F117, V44 og F1 20% Talkn (raudmagi)
20% Ro0 (ysa)

5 V8 og V13 100% Sjor
67% Sjor (fiskeldisstdo)

6 V171, V173 og V158 33% Sjor

7 F67, F72 og F123 100% Talkn (lax og porskur)
67% Sjor

8 | V136, V33 o0g F92 339% Talkn (porskur)

9 V118 og V122 100% Sjor

10 V32 og V37 100% Sjor

50% Rod (porskur)
11 | F96 og F140 50% barmar (porskur)

12 V114 og V134 100% Sjor

13 V59, V3, V177 og V128 50% Sjor (fiskeldisst6o)

50% Sjor
40% Sjor
14 V157, V207, F19, F119 og F25 40% barmar (ysa og lysa)

20% Talkn (raudmagi)

67% Talkn (ysa og lax)

15 | F31, F73 og V58 33% Sior

50% parmar (lysa)

16 | F13 0og V2 50% Sjor

F78, F112, F7, F111, F126, F121, Fg2, | 46% Parmar (porskur og Iysa)

39% Rod (raudmagi og porskur)
F88, F89, F84, F17, F15 og F16 150 Talkn (porskur og Iysa)

17

18 | F10o0gF14 100% parmar (ysa)

A. logei, V153, F131, F133, V167, F60, 52% Sjor
V126, F103, F110, V40, V47, V46, V96, | 26% barmar (porskur og lax)

19 F29, V17, V15, V125, V48, V120, F64, 18% Talkn (raudmagi, ysa og lax)
F68, F66, F65 og V172 4% Sjor (fiskeldisstod)
F107, V38, F9, F11, F27, F6, F94, F105, | 52% barmar (porskur og ysa)
20 F97, F136, F125, V166, F80, F83, F87, 20% Talkn (porskur, ysa og grasleppa)
F106, F109, F101, F108, F51, V39, V144, | 20% Sjor
F93, V201 og F95 8% Rod (porskur)
21 F26, F28, F77, P. iliopiscarium, F127 og | 60% Talkn (porskur og ysa)
F21 40% Parmar (porskur og ysa)
40% Talkn (porskur)
22 EB' I;122r,] F115, TF]'28’ F139 og 40% barmar (porskur)
- phosphoreum 20% Ro0d (porskur)

Undirstrikadir stofnar = stofnar med radgreint 16S rRNA gen.

Tviundirstrikadir stofnar = stofnar flokkadir i annarri rannsokn (Benediktsdéttir o.fl., 2000).
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Mynd 7a AFLP ttartré (hopar 1-8).
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Mynd 7d. AFLP attartré (hdpar 21 og 22, Photobacterium hépar)

I 9 hopum voru adeins tveir stofnar, en stersti hépurinn (hépur 20) innihélt 25 stofna (mynd
7¢). | peim hép voru stofnarnir med um 45% samsvérun og 16S rRNA gen hafdi verid
radgreint ur einum stofni (F109). Ur toflu 1 ma lesa ad F109 synir 100% samsvorun vid
Aliivibrio logei.

Allir V-stofnar ar hopi 20 voru einangradir ur sjosynum sem tekin voru & Faxafloa. Stofnar
F107, F94, F109, F108, F93 og F95 voru einangradir ur parmainnihaldi porska en stofnar F9,
F105, F125, F80, F83 og F106 voru einangradir eftir skol & pormum porska. Stofn F11 var
einangradur eftir skol & pérmum ysu. Stofnar F27, F136 og F101 voru einangradir Ur talknum
porska en stofn F6 var einangradur Ur talknum ysu. Stofnar F97 og F87 voru einangradir af

rodi porska og stofn F51 var einangradur Ur tdlknum grésleppu.
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[ hop 19 voru 24 stofnar med um 44% samsvérun (mynd 7c). A medal stofna i hépnum var
vidmidunarstofninn Aliivibrio logei. Allir VV-stofnar nema tveir voru einangradir Ur sjosynum
sem tekin voru & Faxafloa. Stofninn V96 var einangradur Ur sjo sem tekinn var langt undan
landi af hafrannsdknarskipi og stofn V172 var einangradur ar sjo Ur fiskeldisst6d. Stofnar
F131 og F103 voru einangradir eftir skol af pérmum porska og stofnar F133 og F110 voru
einangradir Ur parmainnihaldi porska. Stofn F60 var einangradur Ur talknum raudmaga en
stofn F29 var einangradur ur talknum ysu. Stofnar F64 og F65 voru einangradir ar

parmainnihaldi laxa en stofnar F68 og F66 voru einangradir ur talknum laxa.

I hop 17 voru 13 stofnar med um 48% samsvorun (mynd 7c) en 16S rRNA gen hafdi verid
radgreint Ur einum peirra (F126). I toflu 1 sést ad hann synir 100% samsvérun vid Aliivibrio
logei. I pessum hopi eru einu kldnar AFLP greiningarinnar, stofnar F82 og F88 med um 90%
samsvorun. beir voru badir einangradir af porski, F82 eftir skol af prmum (asamt F126, F17
og F16) en F88 af rodi (d&samt F121 og F89). Adrir stofnar i pessum hop voru einnig
einangradir af fiskum. Stofn F78 var einangradur Ur talknum porsks en stofn F7 var
einangradur Ur talknum lysu. Stofnar F112 og F111 voru einangradur af rodi raudmaga, stofn
F84 var einangradur Ur parmainnihaldi porsks en stofn F15 var einangradur ur parmainnihaldi

lysu.

Hoépur 21 innihélt 6 stofna med um 51% samsvorun (mynd 7d). A medal stofnanna var
vidmidunarstofninn Photobacterium iliopiscarium. Stofnar F26 og F77 voru einangradir Ur
talknum porska en stofn F28 var einangradur ur talknum ysu. Stofn F127 var einangradur eftir
skol & pormum porsks og stofn F21 eftir skol & p6rmum ysu.

[ hop 22 voru 6 stofnar med um 50% samsvérun (mynd 7d). A medal stofnanna var
viomidunarstofninn Photobacterium phosphoreum. Stofnar F3 og F115 voru einangradir ar
talknum porska. Stofn F122 var einangradur af rodi porsks. Stofn F128 var einangradur ar

parmainnihaldi porsks og stofn F139 var einangradur eftir skol & p6rmum porsks.

Hopur 14 innihélt 5 stofna med um 44% samsvorun (mynd 7b). BuUid var ad radgreina 16S
rRNA gen 0r tveimur stofnum hopsins, V157 og F19. Ur toflu 1 ma lesa ad badir stofnar
syndu samsvorun med Vibrio calviensis, 98,8% og 97,1% hvor um sig i pessari rgd. V-

stofnarnir voru badir einangradir ur sjosynum sem tekin voru & Faxafléa. Stofn F19 var
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einangradur eftir skol & pérmum ysu en stofn F25 var einangradur eftir skol & pormum lysu.

Stofn F119 var einangradur Ur talknum raudmaga.

[ hop 4 voru 5 stofnar med um 60% samsvorun (mynd 7a). Ekki var baid ad radgreina 16S
rRNA gen ur neinum stofni hopsins og enginn vidmidunarstofn var i hdpnum. Stofnarnir V5,
V11 og V44 voru einangradir Ur sjosynum sem tekin voru a Faxafléa. Stofninn F117 var

einangradur Ur tdlknum raudmaga en stofn F1 var einangradur af ysurodi.

[ hop 13 voru 4 stofnar med um 45% samsvorun (mynd 7b). Ekki var baid ad radgreina 16S
rRNA gen ar pessum stofnum og enginn vidmidunarstofn var i hopnum. Stofnar V59 og
V177 voru einangradir Ur fiskeldisstod en stofnar V3 og V128 Ur sjésynum sem tekin voru &

Faxafloa.

Fimm hdpar myndudust sem innihéldu 3 stofna, hopar 3, 6, 7, 8 og 15.

I hop 3 voru stofnarnir med um 45% samsvorun (mynd 7a). Ekki var buid ad radgreina 16S
rRNA gen Ur pessum stofnum og enginn vidmidunarstofn var i h6pnum. Stofnar F98 og F102
voru einangradir Ur talknum porska og stofn V95 var einangradur Ur sj6 sem tekinn var langt
undan landi af hafrannsdknarskipi.

I hop 6 voru stofnarnir med um 45% samsvorun (mynd 7a). Ekki var buid ad radgreina 16S
rRNA gen ar pessum stofnum og enginn vidmidunarstofn var i hépnum. Stofnar V171 og
V173 voru einangradir Ur fiskeldisstdd og stofn V158 ar syni sem tekid var & Faxaflda.

I hp 7 voru stofnarnir med um 62% samsvérun (mynd 7a). Buid var ad radgreina 16S rRNA
gen Ur tveimur peirra (F67 og F123). Samkveemt téflu 1 syndi stofninn F67 99,8% samsvorun
vid Moritella marina en stofninn F123 syndi 99% samsvérun vid Psychromonas arctica.
Stofnarnir prir voru allir einangradir Ur talknum, F67 og F72 af laxi en F123 af porski.

I hop 8 voru stofnarnir med um 46% samsvorun (mynd 7a). Buid var ad radgreina 16S rRNA
gen ar tveimur peirra (V33 og V136). Samkvemt t6flu 1 syna badir stofnarnir samsvérun vid
Psychromonas antarctica, en hun er 99,5% og 97,1% hja V33 og V136 hvorum um sig i
pessari rod. V-stofnarnir voru einangradir Ur sjésynum sem tekin voru a Faxafl6a en stofn F92
var einangradur Ur talknum porsks.

I hop 15 voru stofnarnir med um 45% samsvérun (mynd 7c). Ekki var buid ad radgreina 16S
rRNA gen ar pessum stofnum, enginn vidmidunarstofn var i hdpnum en stofninn F31 hafdi
adur verid rannsakadur med AFLP adferd (Benediktsdottir o.fl. 2000) par sem hann var
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flokkadur sem Aliivibrio wodanis. Stofn F31 var einangradur ur talknum ysu en stofn F73 var
einangradur ar tAlknum laxfisks. Stofn V58 var einangradur ur sjé ar fiskeldisstoo.

Af peim 9 hépum sem innihéldu adeins tvo stofna var vidmidunarstofn i einum peirra (hép 1)
og radgreint 16S rRNA gen i tveimur (hépum 11 og 16).

[ hop 1 var um 45% samsvérun med stofninum F57 og vidmidunarstofninum Moritella
viscosa (mynd 7a). Stofninn F57 hafdi adur verid rannsakadur med AFLP adferd
(Benediktsdottir o.fl. 2000) par sem hann var einnig flokkadur sem Moritella viscosa.
Stofninn F57 var einangradur ur talknum grasleppu.

[ hop 11 var um 49% samsvorun & milli stofnanna F96 og F140 (mynd 7b). Samkvaemt
radgreiningu & 16S rRNA geni stofnsins F140 ma sja ad hann synir 99,3% samsvérun med
Shewanella hanedai (tafla 1). Stofn F96 var einangradur af porskrodi en stofn F140 var
einangradur ar pérmum porsks.

[ hop 16 var um 54% samsvérun & milli stofnanna F13 og V2 (mynd 7c). Samkvaemt
radgreiningu & 16S rRNA geni stofnsins V2 ma sja ad hann synir 100% samsvoérun med
Aliivibrio fischeri (tafla 1). Stofn F13 var einangradur eftir skol @ pérmum lysu en stofn V2

var einangradur ur sjésyni sem tekid var a Faxafloa.

Peir sex hépar sem innihéldu adeins tvo stofna en hvorki vidmidunarstofna né radgreint 16S
rRNA gen voru nimer 2, 5, 9, 10, 12 og 18.

[ hép 2 voru stofnarnir med um 60% samsvorun (mynd 7a), stofn F54 var einangradur Gr
talkun grasleppu en stofn V203 var einangradur ur sjosyni sem tekid var & Faxafloa.

I hop 5 voru stofnarnir med um 64% samsvorun (mynd 7a), badir stofnarnir (V8 og V13) voru
einangradir ur sjésynum sem tekin voru & Faxafloa

[ hép 9 voru stofnarnir med um 66% samsvérun (mynd 7b) og badir stofnar (V118 og V122)
einangradir Ur sjosynum sem tekin voru & Faxaflda.

I hop 10 voru stofnarnir med um 52% samsvérun (mynd 7b) og badir stofnar (V32 og V37)
einangradir Ur sjosynum sem tekin voru a Faxafloa.

[ hop 12 var samsvérun & milli stofnanna tveggja um 47% (mynd 7b) og badir stofnar (V114
og V134) einangradir Ur sjésynum sem tekin voru a Faxafléa.

[ hop 18 voru stofnarnir med um 54% samsvorun (mynd 7c), badir voru einangradir Gr ysu,

stofn F10 eftir skol & pdrmum en stofn F14 ar parmainnihaldi.
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3.5. Stofninn F74 (Vibrio saccharolyticus sp. nov.)

Einum stofni (F74) var lyst sem nyrri kuldasakinni bakteriutegund. Hann var einangradur ur
talknum heilbrigds lax sem fenginn var Ur fiskeldisstod a Faxafloa.

Frumur stofnsins voru lofthadir, Gram-neikvadir stafir, hreyfanlegir med endasvipu (mynd
8), kuldasaknir (vaxtarhitastigsbil fra 0-24°C) og salthddir. Frumurnar voru oxidasa- og
indol-jakveedar, arginin dihydrolasa-jdkveedar en ornithin decarboxylasa og lysin
decarboxylasa-neikveaedar. Syra var myndud Ur mannosa, sukkrosa, trehalosa, glyseroli,
lactosa, arabindsa, mannitoli, cellébidsa, sorbitoli og maltdsa. Stofninn var naemur fyrir
0/129. Helstu fitusyrur voru 16:1w7c (53.5 %) og 16:0 (16.7 %) og G+C innihald stofnsins
var 43.4 mo6l% (akvardad af DSMZ, byskalandi).

Nysk&punarmidstsd
Islands

EHT = 10.00 kV WD= 5mm  Signal A= SE2 Mag = 17.64 KX
F74 - Mynd 06.tif 2um Date :25 Mar 2009 @

Mynd 8 Rafeindasmasjarmynd af frumum stofnsins F74.
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4. Umraeour

Adalmarkmid rannsoknarinnar var ad flokka og greina um 200 stofna sem einangradir hoféu
verid af fiskum og Ur sj6 vid Islandsmid og athuga hvort nyjar tegundir veeri ad finna i
stofnasafninu. Petta tokst vel og allar nidurstodur sem fengust, ur AFLP, radgreiningu 16S
rRNA gena, G+C innihaldi og svipgerdarpréfum, possudu saman ad mestu leyti. Stofnasafnid
var flokkad i 22 hépa (54 tegundir) med AFLP adferd og benda nidurstdédurnar til pess ad
AFLP sé g6d og fljotvirk adferd til pess ad flokka stor stofnasdfn. AFLP adferdin hefur verid
notud med godum arangri til pess ad flokka stofna ur ettkvislinni Vibrio til tegunda
(Thompson o.fl., 2001) med pvi ad hopa saman stofna med samsvorun >45%. Samkvaemt
nidurstddum rannsoknarinnar er 1jost ad pessi adferd (med >45% samsvoérunarmork) virkar
einnig vel til pess ad flokka ettkvislina Aliivibrio til tegunda.

[ stofnasafninu fannst ein ny tegund og buid er ad skrifa drég ad grein par sem henni er lyst
(vidauki A). Nidurstddur rannsoknarinnar benda til pess ad fleiri stofnar i stofnasafninu séu
liklega nyjar tegundir sem haegt er ad rannsaka betur og lysa i framtidinni. Tveer adferdir,
athugun & G+C mol% og AFLP voru settar upp og vonandi nytast peer vid aframhaldandi

flokkun og greiningu & bakteriutegundum.

AFLP

[ pessari rannsokn var AFLP adferdin sett upp i fyrsta skipti hér & landi. Tvenns konar
gelmyndir voru préfadar. Fyrst var afurd valmognunarinnar hladid a 6% acrylamid gel sem
var svo skannad inn i télvu. Erfitt reyndist ad fa géda mynd med pessum hetti og pvi var
préfad ad hlada afurd valmognunarinnar i harpipu radgreini. Mun betri greiningarhaefni fékkst
med peirri adferd og pvi var han valin fyrir stofnasafnid. Munurinn & pessum tveimur
adferdum er sa ad & acrylamid geli skiptir pykkt bandanna (fjoldi basapara) mali en ur harpipu
radgreini er unnid ur upplysingunum a tviundaformi (binary form). P4 er samsvorun gerd a

beim forsendum ad band sé til stadar, eda ekKi.

Upphaflega var fjoldi stofna i stofnasafninu sem flokkad var um 200. Vegna erfidleika vid ad
halda stofnunum lifandi auk onytanlegra nidurstadna ar AFLP syndu 149 stofnar nytanlegar
nidurstédur i AFLP. A medal stofna sem ekki voru med i AFLP greiningunni voru stofnarnir
F132, F81 og F45 en 16S rRNA gen peirra hafdi verid radgreint og buid var ad kanna G+C

mo1% peirra. 1 t6flu 1 ma sja ad stofninn F132 syndi 100% samsvérun vid Photobacterium
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phosphoreum asamt pvi ad vera innan marka G+C innihalds attkvislarinnar Photobacterium
(tafla 2). Nidurstodur ar radgreiningu & 16S rRNA geni stofnsis F81 syna ad samsvérun a
milli hans og Aliivibrio fischeri er 100%. (tafla 1) Hann var einnig innan marka G+C
innihalds ettkvislarinnar Aliivibrio (tafla 2). Stofn F45 syndi 100% samsvérun vid
Photobacterium profundum pegar borin voru saman 16S rRNA gen peirra (tafla 1). 1 t6flu 2

ma sjé ad stofninn var ekki innan marka G+C innihalds ettkvislarinnar Photobacterium.

Nidurstodur Gr AFLP syndu ad i 149 stofna safni voru 54 tegundir (p.e. med > 45%
samsvOrun) og 2 klonar (p.e. med > 88% samsvorun). Af 54 tegundum innihéldu 33 adeins
einn stofn og 13 adeins tvo stofna. Nidurstodur AFLP syndu einnig ad stor hluti stofnanna
tilheyra attkvislinni Aliivibrio (mynd 7c) eda 5 hopar. Adeins einn Aliivibrio vidmidunarstofn
(A.logei) var hafdur med i AFLP flokkuninni en i attkvislinni Aliivibrio eru nd 6 tegundir, A.
fischeri, A.logei, A.salmonicida, A.wodanis, A. finisterrensis og A.sifiae. brjar peirra komu
fram i fimm hépum, annad hvort sem vidmidunarstofn eda med radgreint 16S rRNA gen og
einn stofn hafdi verid rannsakadur &dur. bad er pvi ljost ad eitthvad misremi er & milli
radgreiningar 16S rRNA gena og AFLP. Vegna skorts & Aliivibrio vidmidunarstofnum i
AFLP keyrslunni er ekki haegt ad syna fram & hvada tegundir um raedir i hverjum hop né er
heegt ad atiloka tegundir. Frekari rannsoknir parf ad gera & hopunum og jafnvel stokum
stofnum & milli hdpanna til pess ad skera Ur um hvort peir tilheyri nyrri tegund eda ekki. P
var nokkrar visbendingar ad finna i svipgerdarpréfum sem gerd hofou verid a peim tima sem
synataka for fram (vidauki B). Af 6llum Aliivibrio hopum var adeins hopur 19 (A.logei
hopurinn) sem innihélt stofna sem géfu fra sér 1jom (13 stofnar af 24). betta bendir til pess ad
adrir hopar tilheyri ekki Aliivibrio fischeri vegna pess ad eitt einkenni peirrar tegundar er ad
gefa fra sér 1jom (Reichelt og Baumann, 1973). Einnig 0x adeins einn stofn af 71 (i hopum
15-20) vid 30°C sem bendir til pess ad éliklegt er ad innan pessara hopa sé ad finna tegundina
A. finisterrensis. Eitt af einkennum peirrar tegundar er ad stofnar hennar geti vaxid vié 30°C
(Beaz-Hidalgo o.fl., 2010) en stofninn i rannsokninni sem 0x vid 30°C var i hop 17 og pvi
helst ad s& hopur tilheyrir A. finisterrensis. Allir Aliivibrio stofnarnir gatu vaxid vid 21°C
nema tveir stofnar ar V. logei h6pnum (hép 19) og prir stofnar ur hépi 20 og pvi er Oliklegt ad
pbeir hopar tilheyri tegundinni Aliivibrio salmonicida sem er kuldasekin og vex ekki yfir 22°C
(Egidius o.fl., 1986). G+C innihald peirra stofna sem flokkast med attkvislinni Aliivibrio var
fra 41,9-44% en pad er i heerra lagi ef midad er vid Utgefio G+C mol% bil a&ttkvislarinnar (38-
42%).
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Athyglisvert var ad sja ad stofninn NCIMB 1143 sem i dag er flokkadur sem A.logei
(http://www.straininfo.net/strains/9220) hdpadist ekki med vidmidunarstofninum Aliivibrio
logei. Stofninn er ad moérgu leyti olikur A.logei, vex t.d. vid herra hitastig og er saltpolnari.
Ymislegt bendir pvi til pess ad stofninn NCIMB 1143 sé ranglega flokkadur.

Nidurstoour AFLP syndu ad hopar 21 og 22 veeru af ettkvislinni Photobacterium (mynd 7d).
I hop 21 var vidmidunarstofninn Photobacterium iliopiscarium og pvi flokkudust hinir 5
stofnarnir i hopnum sem sama tegund. | hép 22 var vidmidunarstofninn Photobacterium
phosphoreum og pvi flokkudust hinir 5 stofnarnir i hGpnum sem sama tegund.

Stofninn Photobacterium phosphoreum NCIMB 844 var upphaflega ranglega nefndur
phosphoreum par sem hann lysir svo vel. NU hefur stofninn verid endurnefndur,
Photobacterium kishitanii (Ast o.fl., 2003) og pvi ekkert 6edlilegt ad hann hopist ekki med
vidmidunarstofninum Photobacterium phosphoreum (NCIMB 1282) (mynd 7d).

Hopur 14 (mynd 7b) er spennandi hépur ad skoda betur par sem tveir stofnar i honum hoféu
radgreind 16S rRNA gen. Peir syndu adeins 97,1% (F19) og 98,8% (V157) samsvoérun vid
Vibrio calviensis pegar hann var borinn saman vid radgreind 16S rRNA gen peirra (tafla 1).
Vidmidunarstofninn var ekki med og pvi ekki haegt ad utiloka ad um pessa tegund sé ad raeda.
Hopurinn syndi reyndar adeins um 44% samsvorun i AFLP og pvi ekki Gtilokad ad hér sé um
tveer tegundir ad reeda, p.e. ad V157 og V207 tilheyri sému tegund (med um 53% samsvorun)
og F19, F119 og F25 tilheyri annarri tegund (med um 69% samsvoérun). Uppruni stofnanna
stydur pessa kenningu par sem V-stofnarnir koma Ur sjo og F-stofnarnir af fiskum en & mati
reyndist G+C mdl% stofnanna tveggja (F19 og V157) vera ndkveemlega su sama (tafla 2).

[ hop 7 (mynd 7a) voru tveir stofnar med radgreint 16S rRNA gen (F67 og F123). Samkvaemt
nidurstédum AFLP tilheyra peir greinilega somu tegund (med 62% samsvorun) en samkvaemt
16S rRNA radgreiningu tilheyra peir sitthvorri ettkvislinni, F67 synir 99,8% samsvorun vid
Moritella marina en F123 synir 99% samsvérun vid Psychromonas arctica. A nastu grein
fyrir ofan hopinn er vidmidunarstofninn Moritella marina med adeins 17% samsvorun vid
hopinn og pvi ljost, samkvaemt AFLP, ad hopurinn tilheyri ekki peirri tegund. Adeins 1,1%
munur var a milli stofnanna i rannsoknum & G+C innihaldi (tafla 2) sem stydur nidurstodur
AFLP um ad petta sé sama tegund par sem svid tegundar getur spannad allt ad 5% mun i G+C
innihaldi. Enginn vidmidunarstofn var af attkvislinni Psychromonas i AFLP og pvi ekki haegt
ad utiloka pa attkvisl né stadfesta. Pennan hdp pyrfti ad rannsaka betur.
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[ hop 8 voru tveir stofnar (V33 og V136) sem syndu 99,5% og 97,1% samsvorun vid
Psychromonas antarctica hvor um sig i pessari r6d og i hép 11 var stofn (F140) sem syndi
99,3% samsvorun vid Shewanella hanedai i radgreiningu & 16S rRNA geni (tafla 1).
Hvorugur vidmidunarstofninn var med i AFLP keyrslunni og pvi ekki hagt ad nota AFLP til
pess ad utiloka eda stadfesta hvada tegundir er hér um ad reda en nidurstdour
radgreiningarinnar & 16S rRNA geni peirra tala sinu mali. Adeins munar 0,8% & G+C
innihaldi stofna V33 og V136 og badir stofnarnir eru innan marka Psychromonas
ettkvislarinnar m.t.t. G+C innihalds asamt pvi ad vera kuldasaknir, en pad einkennir

ettkvislina Psychromonas (Mountfort o.fl., 1998)

Hopur 1 var adeins tveggja stofna hépur en i honum voru vidmidunarstofninn Moritella
viscosa og stofninn F57. Nidurstodur AFLP syna ad stofnarnir tveir tilheyri sému tegund
(45% samsvorun). Athyglisvert er ad skoda rannsdkn sem Benediktsdottir. o.fl. (2000) gerdu
a Moritella tegundum. AFLP greining var gerd a stofnum peirrar rannsdknar og par mé finna
sama stofn og um raedir hér (F57). Stofninn var einnig greindur sem Moritella viscosa i
adurnefndri rannsékn med um 47% samsvorun. Pessar nidurstodur benda til pess &
sannferandi hatt ad hegt sé ad endurtaka AFLP greiningu an vandkvaeda a milli

rannsoknarstofa.

Af 32 stokum stofnum uar AFLP voru 7 med radgreint 16S rRNA gen. Samkvaemt
radgreiningunni syndi stofninn F129 100% samsvorun vid Psychromonas arctica. G+C mdél%
stofnsins studdi pa greiningu en ekki var hagt ad nota AFLP sem studning par sem enginn
Psychromonas arctica vidmidunarstofn var med. Stofninn V198 syndi 99,8% samsvdrun vid
Vibrio splendidus pegar 16S rRNA gen peirra voru borin saman en AFLP greining syndi
adeins um 20% samsvorun. G+C moél% stofnsins V198 var 42,1 og innan marka
&ttkvislarinnar Vibrio (tafla 2). Buid er ad heilradgreina Vibrio splendidus og G+C innihald
tegundarinnar er um 43,8% (Le Roux o.fl., 2009). Munurin er 1,7% sem er innan
tegundamarka. Pennan stofn parf pvi ad rannsaka betur vegna misremis. Staki stofninn,
V124, syndi 99,8% samsvorun vid Vibrio pectenicida en enginn slikur vidmidunarstofn var
med i AFLP og pvi enginn studningur af peirri adferd. Stofninn var innan marka
&ttkvislarinnar Vibrio i G+C innihaldi (tafla 2) asamt pvi ad vera innan marka Vibrio
pectenicida (39-41%) (Lambert o.fl., 1998). Radgreining & 16S rRNA geni stofnsins V1
syndi 99,6% samsvorun vid Photobacterium profundum en enginn slikur viomidunarstofn var

med i AFLP. Adrar tegundir af &ttkvislinni Photobacterium voru p6 med i AFLP en stofninn
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V1 hépadist ekki med peim (myndir 7a og 7d). G+C mol% stofnsins lendir innan marka
&ttkvislarinnar Photobacterium og mjog nalegt G+C mol% Photobacterium profundum (um
42%) (Nogi o.fl., 1998). Stofninn F61 var einnig stakur. Radgreining a 16S rRNA geni hans
syndi 98,5% samsvorun vid Moritella viscosa en innan vid 15% samsvorun sast & milli peirra
i AFLP. ber nidurstodur benda til pess ad hér se ekki um tegundina Moritella viscosa ad reda
né neina adra vidmidunartegund Gr AFLP. I toflu 2 m4 sja ad G+C innihald stofnsins er vel
fyrir utan G+C svid attkvislarinnar Moritella. Spennandi veeri pvi ad rannsaka pennan stofn
betur. Annar spennandi stofn er V27 en radgreining & 16S rRNA geni hans syndi adeins
97,1% samsvorun vio Shewanella hanedai. G+C mol% svid attkvislarinnar Shewanella er
mjog breitt og pvi erfitt ad nota G+C mol% til pess ad greina nyjar Shewanella tegundir.
Pennan stofn pyrfti pvi ad rannsaka betur. Sidasti staki stofninn er F74 en hann skar sig
téluvert Ur hépnum m.t.t. svipgerda og radgreiningar & 16S rRNA geni. Nanar verdur fjallad

um F74 i kafla sidar i umraedukaflanum.

AKkvordun a G+C mé61% i DNA bakteriustofna

Ef skodadar eru nidurstddur G+C mdl% i toéflu 2 ma sj ad 14 stofnar af 20 lenda innan marka
sem sett hafa verid fyrir nestu vidmidunareettkvisl (Ut fra radgreiningu & 16S rRNA geni).
Eins og adur hefur verid greint fra er ekki ndg ad nota eingéngu akvoroun a G+C mdl% ef
flokka & stofna til tegunda eda ettkvisla. petta sést gloggt i toflu 2 par sem 6pekktur stofn
med 40% G+C innihald geti verid Gr 6llum ettkvislum toflunnar. Oft er betra ad nota
adferdina til Gtilokunar en einnig er hun notud til stadfestingar & tegundum. Til pess ad reikna
G+C mdl% stofna parf ad nota medaltal 4-6 keyrsina sama stofnsins og bera saman vid
vidmidunarstofna sem einnig eru keyrdir 4-6 sinnum. Stofnarnir i pessari rannsékn voru
einungis keyrdir einu sinni og pvi vantar u.p.b. 3-5 endurtekningar til pess ad fa endanlegt
G+C qildi. Einn stofn (F74) var sendur til DSMZ i byskalandi til akvérdunar & G+C innihaldi
hans. Nidurstodurnar sem fengust fra DSMZ syndu ad G+C innihald stofnsins er 43,4%.
Samkvaemt nidurstodum i toflu 2 ma sja ad G+C innihald stofnsins F74 er 44,7% i pessari
rannsokn, um 1,3% skekkja fra nidurstdum DSMZ. bennan mun ma utskyra med vontun a
endurtekningum en hja DSMZ voru 6 endurtekningar gerdar. bad er pvi ljost ad adferdin
virkar vel en til pess ad fa meiri ndkveemni i nidurstédurnar vantar endurtekningar & keyrslum.
par sem nidurstodurnar (topparnir) voru ekki alveg hreinar var akvedid ad nota adeins G og T

toppana (sbr. Mesbah o.fl., 1989) i utreikningum. Pa er gert rad fyrir ad G=C og T=A.
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Akvordun & G+C mol% bakteriustofna hafdi ekki verid gerd hér & landi og pvi purfti ad setja
adferdina upp.

DNA einangrun

Alls voru 5 adferdir profadar til pess ad einangra DNA Ur stofnasafninu. Til ad byrja med var
phendl adferd notud til pess ad einangra DNA fyrir akvoroun & G+C mol% 20 stofna en pa
parf 25 pug af DNA ar hverjum stofni. Faar adferdir einangra svo mikid magn af tiltdlulega
hreinu DNA og pvi var phendl adferdin valin. pegar kom ad pvi ad einangra DNA ur 6llu
stofnasafninu (u.p.b. 200 stofnar) var ljost ad phenol adferdin hentadi ekki. Han er tekur
langan tima, er erfid i framkvemd auk pess sem medhdéndlun phendls i miklum meeli er ekki
askileg. Tvo kit voru préfud en reyndust of dyr fyrir petta marga stofna. ba var ,,Pitcher
adferdin® (Pitcher o.fl., 1989) profud og reyndist vel i prufukeyrslu. Adferdin er frekar
fljotgerd (haegt ad einangra DNA Ur u.p.b. 40 stofnum & 6 Klst), einfold og 6dyr. begar DNA
ar 6llu stofnasafninu hafdi verid einangrad med pessum heetti kom i 1jos ad DNA-id hafdi
brotnad nidur i frysti. Siendurteknar einangranir, med hefdbundinni Pitcher adferd auk ymissa
breytinga, leiddu i Ijés ad erfitt var ad halda DNA-inu i heilu lagi med pessari adferd. Ekki er
vitad hvad veldur pvi ad DNA-id brotni nidur og er petta i raun spennandi vettvangur ad
rannsaka. Par sem um var ad reeda kuldasaeknar bakteriur, ad mestu leyti, er einn méguleikinn
sa ad per innihaldi kuldakeaer ensim (DNA nukleasa) sem séu enn ad storfum vid -20°C.
Nidurbrotid DNA reyndist vera minna vandamal pegar notad var Kit til einangrunar
(MasterPure, Epicentre). DNA-id kom heillegt (ad mestu leyti) Ur peirri einangrun en ekki

reyndi & geymslu i frysti par sem DNA-id var notad strax.

Stofninn F74 (Vibrio saccharolyticus sp. nov.)

Eitt markmid rannsoknarinnar var ad lysa einni nyrri kuldasaekinni sjavarbakteriutegund. Fyrir
valinu vard stofninn F74 vegna fjarleegdar hans fra 6drum stofnum pegar 16S rRNA gen hans
var borid saman vid pekkta stofna. Mesta samsvorun var a milli F74 og Vibrio splendidus eda
97,1% , sem lesid var ur samsvorunar fylki (e. similarity matrix). Adrir stofnar, t.d. Vibrio
pomeroyi og Vibrio crassostreae syndu 95% samsvorun vid stofninn eftir BLAST leit (Basic
Local Alignment Search Tool http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). AFLP greining a
stofninum og nanustu ettingjum hans, skv. radgreiningu & 16S rRNA geni, stadfesti flokkun
stofnsins sem nyja tegund. Adeins um 22% samsvorun var & milli F74 og naesta stofns (V16,

mynd 7a) og enn lengra var i nastu vidmidunarstofna.
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Vidmidunarstofn F74" (=DSM 23163" = NCIMB 14608") var einangradur Gr talknum
heilbrigds lax sem fenginn var ur fiskeldisstod a Faxafléa. Handrit ad timaritsgrein um F74,
sem &ztlad er ad senda til birtingar i International Journal of Systematic and Evolutionary
Microbiology arid 2011, ma sja i vidauka A. Par er su tillaga borin upp ad stofninn F74 verdi

nefndur Vibrio saccharolyticus sp. nov.

Lokaoro

Vistkerfi sjavarins er had virkni bakteria par sem par gegna lykilhlutverki i hringras efna i
hofunum asamt pvi ad sja um frumframleidslu. Tegundafjolbreytni sjavarbakteria er mjog
mikil og vitneskja um hana eykst ndnast med hverri rannsokn sem gerd er a tegundum
sjavarbakteria.

[ pessari rannsokn var stofnasafn sem raektad var Ur sj6 og af fiskum & arunum 1992-1993
flokkad at fra fjorum mismunandi adferdum, svipgerdarprofum, radgreiningu a 16S rRNA
genum, akvoroun & G+C mol% og AFLP. Settar voru upp tveer adferdir sem ekki héfou verid
framkvaemdar &dur hér & landi. Einni nyrri tegund var lyst en greinilegt var & nidurstddum
rannséknarinnar ad fleiri nyjar tegundir er ad finna i stofnasafninu.

Nyjar adferdir til tegundagreininga proast hratt. Hradinn getur jafnvel verid svo mikill ad
visindamenn eiga erfitt med ad fylgjast med nyjungum og einhverjar adferdir verda Ureltar
adur en almennileg reynsla er komin & paer. NU safnast upp heilradgreind erfdamengi bakteria
i gagnabanka og nokkud ljést ad i framtidinni verdur heilradgreining erfdamengja jafn vinsel
adferd og radgreining & 16S rRNA geni er i dag. AFLP adferdin reyndist vel i pessari
rannsokn vid ad flokka stort stofnasafn i mismunandi hopa. pad hefdi gengid haegar ef
erféamengi allra stofnanna hefdi verid heilradgreint. Ad sjalfségdu eru kostir og gallar vid
allar aoferdir en adferdir, par sem heeg er ad bera saman marga 6lika stofna, eru naudsynlegar
til pess ad greina samféldg i tegundir. Bakteriur sjavarins eru litid rannsakadar midad vid
adrar bakteriur, t.d. paer sem tengdar eru sjukdomum manna. Sjavarbakteriur eru mikilveegar
fyrir vistkerfid en geta einnig verid sjukdoémsvaldandi i monnum og dyrum og pvi er
mikilveegt ad vita af hvada tegundum sjavarbakteriu samfélogin standa. Med auknu fiskeldi
og strangari kréfum vid matveelaframleidslu er aukinnar pekkingar a tegundafjolbreytileika

sjavarbakteria porf.
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Vidaukar
Vidauki A: Handrit ad grein

Vibrio saccharolyticus sp. nov. isolated from a fish
farm in Iceland

Rannveig Hrélfsdottir', Viggd bér Marteinsson? and Eva Benediktsdéttir®

YInstitute of Biology, University of Iceland, Reykjavik, Iceland.
Department of Microbial Research, Matis ohf, Reykjavik, Iceland.

A novel species belonging to the genus Vibrio is described on the basis of it’s phenotypic
characteristics and phylogenetic analyses of 16S rRNA gen.

The strain, designated F74, was isolated from gills of a healthy salmon in South-West Iceland.
Cells of the bacteria were aerobic, Gram-negative rods, motile, psychrotropic (temperature
range, 0—24 °C) and requried NaCl for growth. They were oxidase- and indol-positive,
arginine dihydrolase-positive but ornithine decarboxylase and lysine decarboxylase-negative.
Acid was produced from mannose, sucrose, trehalose, glycerol, lactose, arabinose, mannitol,
cellobiose, sorbitol and maltose. F74 was sensitive to the vibriostatic agent O/129. The
predominant fatty acids were 16:1w7c (53.5 %) and 16:0 (16.7 %). The DNA G+C content of
the strain was 43.4 mol %. Phylogenetic analyses based on 16S rRNA gene sequences placed
F74 within the genus Vibrio. It showed a 95 and 94 percent similarity to Vibrio pomeroyi
(LMG 205377 and Vibrio splendidus (ATCC 33125") respectively. On the basis of
phylogenetic and phenotypic characteristics, the isolated strain was classified in the genus
Vibrio within a distinct novel species, for which the name Vibrio saccharolyticus sp. nov. is
proposed. The type strain is F74 (= DSM 23163 = NCIMB 14608).

The family Vibrionaceae is considered to be one of the most diverse and well-studied groups
of bacteria. The current family Vibrionaceae comprises the genera Enterovibrio (4 species),
Grimontia (1 species), Photobacterium (17 species), Salinivibrio (3 species), Aliivibrio (5
species) (Urbanczyk et al., 2007; Beaz-Hidalgo et al., 2010) and Vibrio, where the number of
species increased from 20 in 1984 (Baumann & Schubert, 1984) to 75 in 2010
(http://www.bacterio.cict.fr/uw/vibrio.html, 21" of April 2010). The genus Vibrio comprises
bacteria inhabiting aquatic environments, especially marine and estuarine waters, where they

are frequently associated with organisms ranging from plankton to fish (Austin, 2006).
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Several Vibrio species are severe human pathogens, and their main route of contamination is
via water and food. Vibrios are also important bacterial pathogens for animals reared in
aquaculture (Thompson et al., 2004) where the flora of the gills has most often been studied in
connection to disease.

Healthy fish have been found to harbour up to 10° bacteria g* of gill tissue, that is not
considered a high burden if taken into account the large surface area of the gills (Mudarris and
Austin, 1987; Trust, 1975). The fact that the gills of fish are constantly exposed to the
microorganisms present in the surrounding water makes it difficult to distinguish between
transient and resident flora. In a recent study, bacteria belonging to more than a total of 23
different phylotypes were detected on gills of salmon using DGGE, i.e. Vibrio and Aliivibrio
spp. (Steinum et al., 2009).

The strain designated F74 was isolated from gills of a healthy salmon in a land based fish
farm in South-West Iceland. The water temperature was 6.5 °C and salinity was 29 %o. The
fish was taken with a pocket net directly to a sterile plastic bag. The operculum and the
upmost gill arch were cut off and discarded, next three gill archs were cut off and put into a
Petri plate and irrigated with 50 ml of sterile 2 % (w/v) NaCl. The filaments were cut off the
archs, weighed and homogenized in ten-fold dilution of 2 % (w/v) NaCl, using a Stomacher®
Lab-Blender 400. One ml of the homogenate was inoculated in an enrichment media
composed of elctrolyte added Alkaline Peptone Water (10 g peptone, 15 g NaCl, 7 g MgSO, -
7 H,0, 0.75 g KCl, 0.01 g CaCl, and 1000 ml distilled water; pH 8.6) and incubated for 48 h
at 15 °C. A loopful was streaked on TCBS cholera agar and cultivated for 72 hours at 15 °C,
then a yellow colony, 1 mm diameter, was picked up and cultivated on Marine Agar 2216
(Difco).

Biochemical and physiological tests were performed as described previously (Benediktsdottir
E. etal., 1998). Following tests were performed: Oxidase, O/F test, gas production,
luminescense, growth in 0, 0.5, 1, 2, 3, 4,56, 7 and 8 % NaCl, growth at 0, 4, 15, 21, 24, 26,
30 and 37 °C, production of arginine dehydrogenase, lysine and ornithin decarboxylases,
nitrate reduction, indole production, VVoges-Proscauer test, oxidative production of acid from
arabinose, cellobiose, glycerol, maltose, mannose, mannitol, melibiose, rhamnose, ribose,
sucrose, salicin, sorbitol and trehalose, and degradation of starch, gelatin, DNA, Tween 20,
Tween 80 and chitin. The strain was also suspended in 3 % NaCl and tested using API®20E
(BioMeérieux, France), the tests were read after incubation for 3 days at 10 °C. Using API
20E, false negative reactions were noted for arginine dihydrolase and gelatin degradation,
discrepancies that have been noticed by other authors when testing psychrotrophic marine
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bacteria with the API 20E system (Topic Popovic et al., 2007). The cultural, physiological
and biochemical characteristics of strain F74 are given in the species description.

Scanning electron micrograph was done with Leo Supra 25, Field Emission Scanning
Electron Microscope (FE-SEM), after cultivation of cells in Marine Broth 2216 (Difco) at 10
°C for 4 days. Cells of strain F74 were slightly curved rods, motile with a polar flagella (Fig.
1).

Quantitative analysis of the cellular fatty acid composition was done by DSMZ, Germany,
after cultivation of cells on Marine agar 2216 (Difco) at 4 °C for 4 days. A loop of cell mass
was harvested and the fatty acids were saponified, methylated and extracted according to the
protocol of the Sherlock Microbial Identification System (MIDI) and analysed by gas
chromatograph and identified by using the Microbial Identification software package (Sasser,
2001). The fatty acid content of strain F74 was as follows: Ci6.1 o7¢ and/or Cy5 iso 2-OH
(summed feature 3), 53-5 %; Cig:0, 16:7 %; Cig.1007¢C , 12:0 %; C120,4:2 %; C12,0 3-OH, 3:6 %;
C14:0,1:8 %; C14.0 3-OH and/or iso-Cy6:1 (Summed feature 2), 1.7 %.

The determination of G+C Mol % was performed by DSMZ, Germany, by HPLC (Mesbah et
al., 1989). The DNA G + C content of strain F74 was 43.4 mol %.

Genomic DNA was isolated with a DNA extraction kit (Dynabeads, Dynal ASA, Oslo). The
16S rRNA gene was amplified with primers F9 and R1544 as described (Skirnisdottir et al.,
2000). Nucleotide sequences were determined using an Applied Biosystems 3730 DNA
analyser and the BigDye terminator cycle sequencing kit. Primers F9 and R1544 were used
for sequencing as well as primers F338, R515, R805 and R1195 (Skirnisdottir et al., 2000).
The almost complete 16S rRNA gene sequences (1509 bp), which were determined for all the
Sequences were aligned with closely related sequences obtained from the Ribosomal
Database Project (RDP) after BLAST searches. The sequence was aligned with those of
related bacteria using Clustal X (Thompson et al., 1997). The phylogenetic tree was
constructed based on neighbour joining with the NJplot program (http://pbil.univ-
lyon1l.fr/software/njplot.html).

A phylogenetic analysis based on whole 16S rRNA gene sequences revealed that the strain
belongs to the Vibrio genus. It showed a 95 and 94 percent similarity to Vibrio pomeroyi
LMG 20537" and Vibrio splendidus ATCC 33125 respectively (Fig 1).
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Based on the phylogenetic (Stackebrandt & Ebers, 2006) and phenotypic characteristics, the
strain F74 is considered to represent a novel psychrotrophic species of the genus Vibrio, for
which the name Vibrio saccharolyticus sp. nov. is proposed.

From the genotypic and phenotypic data presented above it is evident that strain F74 is
distinguishable from previously described Vibrio species. Only two hitherto described Vibrio
species grow at temperatures lower than 30 °C only, V. pectenicida and V. tapetis, (Lambert
et al., 1998; Borrego et al., 1996) and three of the Aliivibrio species, A. logei, A. wodanis and
A. salmonicida, are unable to grow at as high temperature as 30 °C (Lunder et al., 2000). F74
can be differentiated from all these species by its ability to produce arginine dehydrolase and

by the acid production of thirteen of the carbohydrates tested.

Description of Vibrio saccharolyticus sp. nov.

Vibrio saccharolyticus [sac'cha-rolyti'cus. Gr. n. sackharon, sugar, L.L. saccharon, sugar; Gr.
adj. -lytikos, able to loose; L.L. adj. saccharolyticus referring to the ability to disintegrate

sugars].

Cells are slightly curved Gram-negative, rods, approximately 1-2pum long and 0.2-0.4 pm
wide. Cells are motile by a polar flagellum. They form translucent, convex, non-swarming,
rounded colonies with entire margins; colonies are about 2 mm in diameter on Marine agar
after 48 h incubation at 15 °C. The strain forms tiny, rounded and yellow colonies on TCBS
agar. Growth occurs at 4 to 24 °C. No growth occurs in media with 0.5 % NaCl or > 6 %
NaCl. It is oxidase, nitrate reductase, methyl red and indol positive, arginine dihydrolase
positive but ornithine- and lysine-decarboxylase negative. The tests for Voges-Proskauer and
luminescence are negative. The strain is sensitive to the vibriostatic agent O/129. Acid is
produced from the following compounds: Mannose, sucrose, trehalose, ribose, lactose,
cellobiose, sorbitol, maltose, N-acetyl-glucosamine, mannitol, glycerol, melibiose and
arabinose. No acid production is observed from rhamnose and salicin. Inositol gives variable
results. It is amylase and chitinase negative but gelatinase and DNase positive. Tween 20 and
Tween 80 are degraded. The major fatty acids (>10 %) of strain F74 were Cy6.1 ®7¢ and/or
Cy5 i1s0 2-OH (summed feature 3), 53.5 %; Ci6:0, 16.7 % and Cigiw7c, 12.0 %. The type
strain F74" (=DSM 23163 = NCIMB 14608") was isolated from gills of a healthy salmon in
South-West Iceland. The DNA G+C content is 43.4 mol %.
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FIGURE LEGENDS
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Fig. 1. Scanning electron micrograph of F74, showing the polar flagellum. Bar, 2 pm.

Vibrio ezurae HDS1-1T (AY426980)
Vibrio tapetis CECT4600T (Y08430)
Vibrio splendidus ATCC33125T (X74724)
Vibrio pomeroyi LMG20537T (AJ491290)
F74
— Aliivibrio fisheri ATCC7744T (X74702)
Aliivibrio wodanis NV188/441T (AJ132227)
‘|j|lAliivibrio logei NCIMB2252T (AJ437616)
o Aliivibrio salmonicida NCMB2262T (X70643
Photobacterium phosphoreum ATCC11040T (D

Moritella marina NCIMB1144T (X82142)
“_{ Shewanella colwelliana ATCC39565T (AY653
Aeromonas salmonicida salmonicida ATCC33
Thermus
—
0.02

Fig. 2. Evolutionary distance phylogenetic tree based on 16S rRN gene sequences constructed
using neighbour-joining, showing the phylogenetic placement of strain F74 and related

members of the genus Vibrio.
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Vidauki B: Nidurstodur ar nokkrum svipgerdarprofum
Eftirfarandi prof voru gerd a Liffreedistofnun Haskdlans. Nidurstédurnar eru birtar med leyfi
Evu Benediktsdottur.

% o o o w (o)) [©] o) () o) ()
5 & oy X % X X X9 3 R .
S NN W W
3 3|32 § 2 8 §|3 5 2 % ¥
K a O a & o o 8 8 o o
1 F57- M. viscosa (AFLP-EB) 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0

1 VI478/88 M. viscosa-T 0 0 0 0 0 0 1 0
2 F54 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0
2 V203 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0
Fo8 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0
F102 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
V95 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0
4 F1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
4  F117 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0
4 V5 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
4 Vil 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
4 V44 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
V8 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
V13 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
6 V158 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0

6 V171 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0
6 V173 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 1
7  F67 - Moritella (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0
F72 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0

F123 - Psychrom (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0
8 F92 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
8 F118 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0
8 V33 -Psychrom (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
8 V136 - Psychrom (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
V118 0 0 0 1 1 0
V122 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0

10 V32 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1
10 V37 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1

11 F96 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0
11 F140 - Shewanella (16S) 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0
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Gr 37°C
Gr 30°C
Gr 26°C
Gr21°C

Gr 4°C

8% NaCl
6% NaCl
3% NaCl
0,5%NacCl

0% NaCl

Lum

gas prod

0

0

AFLP hépar

12 v3

12 Vvi1i4
12 Vi34
12 V138

NCIMB 1 V. splendidus

12

13 V59
13 V128
13 V177

F19 - Vibrio (16S)

F25

14
14
14

F119

14 V157 - Vibrio (16S)

14 V207

F31 - A. wodanis (AFLP-

2000)
F73

15
15

15 V58

F13

16

16 V2 - Aliivibrio (16 S)

16 V60

F7

17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17

F15

F16
F17
F78

F82

F84

F88

F89

F111
F112
F121

F126 - Aliivibrio (16S)

F10
F14
F23

18
18
18
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Gr37°C
Gr30°C
Gr 26°C
Gr21°C

Gr4°C

8% NaC
6% NaC
3% NaC
0,5%NacCl

0% NaC

Lum

gas prod

0

AFLP hépar

F29

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

F60

F64
F65

F66

F68

F103
F110
F131
F133

19 V15
19 V17
19 V40
19 V46
19 v47
19 v48
19 Vo6
19 V120
19 V125
19 V126
19 V153
19 Vie7
19 V172

NCIMB 2252 V.logei

19

F6
F9

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20

F11
F27

F51

F80
F83

F87
F93

Fo4
F95

F97

F101
F105
F106
F107
F108

F109 - Aliivibrio log (16S)

F125
F136

20 V38
20 V39
20 V144
20 V166
20 V201
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Gr37°C
Gr30°C
Gr 26°C
Gr21°C

Gr4°C

8% NaCl
6% NacCl
3% NaCl
0,5%NacCl

0% NaCl

Lum

gas prod

1

0

0

0

0

0

0

AFLP hépar

F21

21

F26

21

F28

21

F77

21

F127

21

P. iliopiscarius PS-1

21

F3

22
22
22
22
22
22

F115
F122
F128
F139

NCIMB 1282 P. phosph.

stok F18

stok F22

stok F32

stok F33

stk F61 - Moritella (16S)

stok F69

stok F74 - NY

stok F75

stok F129 - Psychrom (16S)
stk V1 - Photobact (16S)

stok V16
stok V23
stok V25

stok V27 - Shewanella (16S)

stok V28
stok V87
stok V98
stok V100
stk V124 - Vibrio pect (16S)
stok V137
stok V154
stok V180
stok V181
stok V182
stok V183

stok V198 - Vibrio splen (16S)

stok V202
stok V204

stok NCIMB 6 V. anguillarum
stok NCIMB 1143 V. logei

stok NCIMB 844 P. phosph.

stok NCIMB 1144 V. marinus

72



Vidauki C: Lausnir

TE buffer:

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
pH 8

GES (8,0 M, 100 ml):

60 g Guandidium thiocyanate

20ml 0,5 M EDTApH 8 } Hitad i 65°C par til uppleyst
20 ml Eimad vatn

Latid kdlna og péa batt vid:

5 ml 10% v/v sarkosyl

Eimad vatn - 100 ml

Filterad i gegnum 0,45 um filter

Natiumacetat buffer (30 mM, pH 5,3, 1L):
1L eimad vatn

2,46 g Natriumacetat

5 ml 5% Ediksyra

0,1xSSC:
1,5 mM citrat
15 mM NacCl

ZnSO, buffer (20 mM, 500 ml):
500 ml eimad vatn
2,88 g ZnSO, - TH,0

Glycine buffer (0,1 M, pH 10,4, 500 ml):
450 ml eimad vatn

3,75 g Glycine

50 ml 1M NaOH

Ferdafasi:

50 mM KH,PO4

10 mM TBA (Tetrabutylammonium hydroxyl)

3% metanol

pH 4,3 med 0-H3PO,

Ferodafasinn var filteradur i gegnum cellulose acetat filter og afgasadur undir lofttaemi.
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Vidauki D: 16S rRNA genaradir

>F19 (1495 bp)
CCTTGTTACGACTTCACCCCAGTCATGAACCACACCGTGGTAAACGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTA
TCTACTTCTGGTGCAGCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCG
ATCCGGACTACGACGTACTTTCTGGGATTCGCTCCACCTCGCGGTCTCGCTGCCCTCTGTATACGCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCC
GGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCGACATGACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTC
TCACAGTTCCCGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTT
CTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAG
TTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGGCTCT
AGGCCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT
CCCCACGCTTTCGCATCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTC
AGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAG
TTCAAAATGCGGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTTGCTTAACAAACCGCCTGCATGC
GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGT
TAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGCTAACGTCAAATTAATACGCTATTAACGTACCAACCTTCCTCACTG
CTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCC
ATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCT
GATCATCCTCTCAAACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAAT
CCCAACTGGGCCCATCCCGACGCGAGAGGTCCGAAGATCCCCCTCTTTGGTCCGTAGACATCATGC
GGTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTATCCCCCACGTCAGGGCAGGTTCCCAGCCATTACTCACCCG
TCCGCCGCTCGTCATCTTCAAAAGCAAGCTCTTGAAATGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCC
TGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAA

>F45 (1474 bp)
GTCATGAACCACACCGTGGTAAACGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTATCTACTTCTGGTGCAGCCCAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCAC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGTACTTT
GTGGGATTCGCTCACCATCGCTGGTTGGCAGCCCTCTGTATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
TACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCC
CTGGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACGA
AACCATCTCTGGTAACTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTC
CCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTTCAAGTAGA
CATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAGC
GTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGC
TACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGTCTGCCAGTTCAAAATGCGGTTCCGAGGTT
GAGCCCCGGGCTTTCACATCTTGCTTAACAGACCGCCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGCT
AACGTCAAGCACCGCAGCTATTAACTACGACGCCTTCCTCACGACTGAAAGTACTTTACAACCCGA
AGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTA
GGGATCGTTGCCTTGGTGGGCCTTTACCCCACCAACTAGCTAATCCCACCTGGGCTAATCTTAGCGC
GAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCCGAAGACGTTATGCGGTATTAGCTATCGTTTCCAATA
GTTATCCCCCACACTAAGGCATATTCCCAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCAGCGAATTAG
CAAGCTAATTCCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCA
GGATCAAA
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>F61 (1476 bp)
GTCATGAACCACACCGTGGTCATCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTAATGACTTCTGGTGCAGCCCAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCAC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGGACTACGACGCACTTT
ATGGGATTCGCTCACTATCGCTAGCTTGCAGCCCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
TACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCC
TTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACTAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACTA
ATCCATCTCTGGAAAATTCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA
ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACT
CCCCAGGCGGTCTACTTAATGCGTTAGCTTAAGAGCCCAGTTCTCAAGGAACCAAACTCCGAGTAG
ACATCGTTTACGGCGTGGACTACCGGGGTATCTAATCCCGTTTGCTACCCACGCTTTCGCATCTGAG
CGTCAGTTACTTGCCAGGTGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACCTGAAATTCTACCACCCTCTCAAGAACTCTAGTTTGCCAGTTCGAAATGCTGTTCCCAGGT
TGAGCCCGGGGCTTTCACATCTCGCTTAACAAACCGCCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA
TTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAG
TAACGTCACAGTTGCAGCGTATTAAGCTACAACCTTTCCTCCTCGCTGAAAGTACTTTACAACCCTA
AGGCCTTCTTCATACACGCGGTATGGCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGC
TGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTA
GGGATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCTCACCAACAAGCTAATCCCACTTGGGCTCATCCAGTCGC
GAGAGCTTTCAAGAAGAGGCCCCCTTTCACCCGTAGGTCGTATGCGGTATTAGCAGTCGTTTCCAA
CTGTTGTCCCCCTCGACTGGGCAGATTCCCAAGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACGCCAGAAT
AGCAAGCTATTCTTCGTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAAGCCTACCGCCAGCGTTCAATCTGAGC
CAGGATCAAA

>F67 (1489 bp)
GACTTCACCCACAGTCATGAACCACACCGTGGTCATCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTAATGACTTC
TGGTGCAGCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGA
CATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGGGTCGAGTTGCAGACCCCAATCCGGACT
ACGACGCACTTTATGGGATTCGCTTACCATCGCTGGTTTGCAGCCCTTTGTATGCGCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCA
CCGGCAGTCTCCTTAGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAATAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCATAGTTC
CCGAAGGCACCAATTCATCTCTGAAAAGTTCTATGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCT
TGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAATGCGTTAGCTTAAGAGCCCAGTTCTCAAGGAACCA
AACTCCGAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCGGGGTATCTAATCCCGTTTGCTACCCACGC
TTTCGCATCTGAGCGTCAGTTACTTGCCAGGTGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCT
ACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCACCCTCTCAAGAACTCTAGTTTGCCAGTTCGAAAT
GCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTCGCTTAACAAACCGCCTGCATGCGCTTTACGC
CCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGT
GCTTCTTCTGCGAGTAACGTCACAGTGATAAAGTATTAATTTATCACCTTTCCTCCTCGCTGAAAGT
ACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGTATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCA
ATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCC
TCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCTCACCAACAAGCTAATCCCACTTG
GGCTCATCTAGTCGCGAGAGCTTTCAAGAAGAGGCCCCCTTTCACCCGTAGGTCGTATGCGGTATT
AGCAGTCGTTTCCAACTGTTGTCCCCCTCGACTAGGCAGATTCCCAAGCATTACTCACCCGTCCGCC
GCTCGACGCCAGAATAGCAAGCTATTCTTCGTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAAGCCTACCGCCA
GCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAA
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>F74 (1439 bp)
AGTTTGATCCTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACG
ATGATAACAATCCTTCGGGAGCGTTATTAGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGA
ATTTGCCCAGTTGAGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGA
AAGGAGGGGACCTTCGGGCCTTCCGCGATTGGATAAGCCTAAGTGAGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
AATGGCTCACCAAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATG
CAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTAGTGAGGAAGCAGT
AAGTTTAATACGCTTATTGTTTGACGTTAGCTACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGT
TTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGAAGGTCATTTGAAACTGGCAAACTAGA
GTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACC
AGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGAAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTG
GCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGC CCGCACAAGC GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGTGGAGACACAGGTGTGCCTTCGGGAGCTCT
GAGACAGGTGCTGCATGGCT GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTAATTGCCAGCGAGTTATGTCGGGAACTTGGGGAG
ACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCCAGCTAGCAATAGTGAGCGAATCCCAA
AAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
GTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GT GGGCTGCAAAAGAAGTAGG

>F81 (1474 bp)

GTCATGAACCACAAAGTGGTGAGCGTCCTCCCGAAGGTTAAACTACCCACTTCTTTTGCAGCCCAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCAC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTT
TTGGGATTCGCTCACTATCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
TACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCC
CTGGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTTACAGTTCCCGAAGGCACTA
AGCTATCTCTAGCGAATTCTGTAGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA
ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACT
CCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTAG
ACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAG
TGTCAGTGTCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGCACTCTAGTTCACCAGTTTCAAATGCGGTTCCGAGGT
TGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAATGAACCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA
TTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGC
TAACGTCAAGATGTGCAGCTATTAACTACACACCCTTCCTCACGACTGAAAGTACTTTACAACCCG
AAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCT
AGAGATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCCCACCAACTAGCTAATCTCACCTGGGCTAATCTTGACG
CGAGAGGTCCGAAGATCCCCCTCTTTGGTCCGAAGACATTATGCGGTATTAGCTATCGTTTCCAATA
GTTATCCCCCACATCAAGGCATATTCCCAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCAGCAAAGTA
GCAAGCTACTTTCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCC
AGGATCAAA
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>F109 (1471 bp)
ATGAACCACAAAGTGGTGAGCGTCCTCCCGAAGGTTAAACTACCCACTTCTTTTGCAGCCCACTCC
CATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGAT
TACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTTTG
GGATTCGCTCACTATCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTAC
TCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTG
GAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACAAGTC
CATCTCTGGTCTCTTCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCC
AGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTAGACAT
CGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAGTGTC
AGTGTCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTAC
ACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGCACTCTAGTTCACCAGTTTCAAATGCGGTTCCGAGGTTGAG
CCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAATGAACCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAA
CGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGCTAAC
GTCAAGATGTGCAGCTATTAACTACACACCCTTCCTCACGACTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGG
CCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAGA
GATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCTCACCAACAAGCTAATCTCACCTGGGCTAATCTTAGCGCGA
GAGGTCCGAAGATCCCCCTCTTTGGTCCGAAGACATTATGCGGTATTAGCTATCGTTTCCAATAGTT
ATCCCCCACACTAAGGCATATTCCCAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCAGCGAATTAGCA
AGCTAATTCCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGG
ATCAAA

>F123 (1501 bp)
GTTACGACTTCACCCCAGTCATGAACCACACCGTGGTCATCGCCATCCCCAAAAGGTTAAGCTAAT
GACTTCTGGTGCACCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA
CCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCAACTTCACGGAGTCGATTTGCAGACTCCGATC
CAGACTACAACAGACTTTATGATATTCACATACCCTCACAGGTTAGCAACCCTTTGTATCTGCCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCATCCCGTAAGGGCCAAGAAGACTTGACGTCCTCCCCACCTACCCCCGG
TTTATCACCGGCATTCTCCCTAAAAGTTCCCCGCATAACCCGCTGGCAAGTAAGGATAAGGGTTGC
GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCT
CAGAGTTCCCGAAGGCACTCATCTATCTCTAGGTGATTCTCTGGATGTCAAGGGATGGTAAGGTTC
TTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGT
TTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTATTTAATGCGTTAGCTTTGAAACCCACGGCATAT
AGCCACAAACTTCTAATAGACATCGTTTACTGCGTGGACTACCGGGGTATCTAATCCCGTTTGCTCC
CCACGCCTTCGCGCCTCAGTGTCAGTCTTTGTCCAGGTGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAG
ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCACCCTCTACAAAACTCTAGTTAACCAGTT
TCAAATGCAGTTCCAAGGTTGAGCCCTGGGCTTTCACATCTGACTTAATTAACCACCTACGCGCGCT
TTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTA
GCCGGTGCTTCTTCTGTGGGTAACGTCACAGATGCACGCTATTAACGTACACCCTTTCCTCCCCACT
GAAAGTGCTTTACAACCCGAAAGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGAGTTTCCTCCA
TTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTG
GTCATCCTCTAAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTAAGCCATTACCTTACCAACTAGCTAATCC
CACTTGGGCTAATCWWWACGCGCAAGGCCCGAAGGTCCCCTGCTTTGGTCCGAAGACATTATGCG
GTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTGTCCCCCACGTWWWGGCATATTCCCAAGCATTACTCACCCG
TCCGCCACTCGACAGCAAAGTAGCAAGCTACTCTCTGTTTCCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCCTG
CCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAACACAGGA
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>F126 (1471 bp)
ATGAACCACAAAGTGGTGAGCGTCCTCCCGAAGGTTAAACTACCCACTTCTTTTGCAGCCCACTCC
CATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGAT
TACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTTTTG
GGATTCGCTCACTATCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTAC
TCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTG
GAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTTACAGTTCCCGAAGGCACTAAGC
TATCTCTAGCGAATTCTGTAGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCC
CAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTAGACA
TCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAGTGT
CAGTGTCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTA
CACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGCACTCTAGTTCACCAGTTTCAAATGCGGTTCCGAGGTTGA
GCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAATGAACCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTA
ACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGCTAA
CGTCAAGATGTGCAGCTATTAACTACACACCCTTCCTCACGACTGAAAGTACTTTACAACCCGAAG
GCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAGA
GATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCCCACCAACTAGCTAATCTCACCTGGGCTAATCTTGACGCGA
GAGGTCCGAAGATCCCCCTCTTTGGTCCGAAGACATTATGCGGTATTAGCTATCGTTTCCAATAGTT
ATCCCCCACATCAAGGCATATTCCCAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCAGCAAAGTAGCA
AGCTACTTTCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGG
ATCAAA

>F129 (1131 bp)

GGCATAACCCGCTGGCAAATAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCAC
AACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTCATCTATCTCTA
GGTGATTCTCTGGATGTCAAGGGATGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTC
CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT
CTATTTAATGCGTTAGCTTTGAATCCCACGGCATATAGCCACAAAATTCTAATAGACATCGTTTACT
GCGTGGACTACCGGGGTATCTAATCCCGTTTGCTCCCCACGCCTTCGCGCCTCAGTGTCAGTCTTTG
TCCAGGTGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAA
TTCTACCACCCTCTACAAAACTCTAGTCAACCAGTTTCAAATGCAGTTCCAAGGTTGAGCCCTGGG
ATTTCACATCTGACTTAATTAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGC
ACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAACGTCACA
GCTGCACTCTATTAAAGTACAACCTTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAAGCCTTCTT
CACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGT
AGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTAAGACCAACTAGGGATCGTC
GCCTTGGTAAGCCATTACCTTACCAACTAGCTAATCCCACTTGGGCTACTCTTATGGCGTGAGGCCC
GAAGGTCCCCCACTTTGATCCGGAGATGTTATGCGGTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTGTCCCCC
ACCATAAGGCATATTCCCAAGCATTACTCACCCGTCCGCCACTCGTCAGCAAAATAGCAAGCTATT
CTCTGTTACCGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAA
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>F132 (1475 bp)
ACTTCACCCCAGTCATGAACCACACCGTGGTAAACGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTATCTACTTCTG
GTGCAGCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACA
TTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTAC
GACGTACTTTGTGGGATTCGCTTACTATCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTATACGCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACC
GGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCC
GAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
ATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTG
CGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAAC
CTTCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGCATCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACG
CATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGTCTGCCAGTTCAAAATGCT
GTTCCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTTGCTTAACAGACCGCCTGCATGCGCTTTACGCCCA
GTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTT
CTTCTGTTGCTAACGTCAAGCGCTGAAGCTATTAACTCCAACGCCTTCCTCACAACTGAAAGTACTT
TACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGTGCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTC
AGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCCACCTGGGCT
AATCCTGACGCGAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGCTCCGAAGAGATTATGCGGTATTAGCTAT
CGTTTCCAATAGTTATCCCCCACATCAGGGTATATTCCCAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGT
CAGCAAAGAAAGCAAGCTATCTTTCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCG
TTCAATCTGA

>F140 (1478 bp)
GTCATGAACCACACCGTGGTAAACGCCCTCCCCGAAGGGTTAAGCTATCTACTTCTGGTGCAGCCC
ACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCC
ACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACCGGCT
TTGTGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTTGCGACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCT
CCCTAAAGTTCCCGACATTACTCGCTGGCAAATAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTCAGTTCCCGAAGGCAC
CAAACCATCTCTGGTAAGTTCTGAGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTA
CTCCCCAGGCGGTCTACTTAATGCGTTAGCTTGGGAGCCCAGTAACTAAGTTACCAAACTCCGAGT
AGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTACATG
AGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCAC
CGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGTCTGTCAGTTCCAAATGCAATTCCTAG
GTTGAGCCCAGGGCTTTCACATCTGGCTTAACAAACCGCCTGCGTACGCTTTACGCCCAGTAATTCC
GATTAACGCTTGCACCCCTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCG
AGTAACGTCACAGCWATMGKTTATTAAMCTACAACCTTTCCTCCTCGCTGAAAGTGCTTTACAACC
CGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCAC
TGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAG
CTAGGGATCGTCGCCTAGGTGAGCCATTACCTCACCTACTAGCTAATCCCACCTAGACTCATCTAAT
CGCGAAAGGCCCGAAGGTCCCCTCCTTTCCCCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCAGTCGTTTCCA
ACTGTTATCCCCCACGACTAGGCAGATATCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACAGCGAA
AGTAGCAAGCTACTTTCCTGTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCT
GAGCCAGGATCAAA
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>V/1 (1485 bp)
ACTTCACCCCAGTCTTGAACCCCACCGTGGTAAACCCCCTCCCGAAGGTTAAACTATCTAGTTCTGG
TGCAACCCACTCCCATGGTGTGAAGGGGGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACCT
TCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCAACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTAC
GACGTACTTTGTGGGATTCGCTCACCATCGCAGGTTGGCAGCCCTCTGTATACGCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACC
GGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCC
GAAGGCACTAAACCATCTCTGGTAAATTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
ATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTG
CGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAAC
CTTCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGCATCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACG
CATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGTCTGCCAGTTCAAAATGCG
GTTCCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTTGCTTAACAGACCGCCTGCATGCGCTTTACGCCCA
GTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTT
CTTCTGTCGCTAACGTCAAGGCATGCAGCTATTAACTACACACCCTTCCTCACGACTGAAAGTACTT
TACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGGTTTCCCCCATTGTGCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTC
AGACCAGCTAGGGATCGTTGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCCCACCTGGGCT
AATCTTAGCGCGAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGTCCGAAGACGTTATGCGGTATTAGCTAT
CGTTTCCAATAGTTATCCCCCACACTAAGGCATATTCCCAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGT
CAGCAAATTAGCAAGCTAATTCCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTC
AATCTGAGCCAGGATCAAA

>V/2 (1474 bp)
GTCATGAACCACAAAGTGGTGAGCGTCCTCCCGAAGGTTAAACTACCCACTTCTTTTGCAGCCCAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCAC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGCACTTT
TTGGGATTCGCTCACTATCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
TACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCC
CTGGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTTACAGTTCCCGAAGGCACTA
AGCTATCTCTAGCGAATTCTGTAGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA
ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACT
CCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTAG
ACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAG
TGTCAGTGTCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCG
CTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGCACTCTAGTTCACCAGTTTCAAATGCGGTTCCGAGGT
TGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAATGAACCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA
TTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGC
TAACGTCAAGATATGCAGCTATTAACTACACACCCTTCCTCACGACTGAAAGTACTTTACAACCCG
AAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTG
CTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCT
AGAGATCGTCGCCTTGGTGAGCTCTTACCCCACCAACTAGCTAATCTCACCTGGGCTAATCTTGACG
CGAGAGGTCCGAAGATCCCCCTCTTTGGTCCGAAGACATTATGCGGTATTAGCTATCGTTTCCAATA
GTTATCCCCCACATCAAGGCATATTCCCAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGTCAGCGAATTAG

CAAGCTAATTCCTGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCA
GGATCAAA
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>\/27 (980 bp)
GGGGTGCAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCCAGATGT
GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTGGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTANAGGGGG
GTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTANAGATCTGAAGGAATACCGGNGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCATGTACNAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTANATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAATTTGGTAACTTAGTTACTGGGTTCCCCAAGCTAAC
GCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC
CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACAT
CCTCAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTATTTGCCA
GCGAGTAATGTCGGGAACTTTAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT
CAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCA
AAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAGCCGGTCGTAGTCCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC
TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCNCCCCATGGGAGTGGGGTGCTCCACCNGAATCNTNCNNAANNGTYAGAA
CAGGGATCATCCCAATTCNT GCNCAATGAGTNANTACATGGATTCATCCTNATTCGGANA

>\/33 (1360 bp)
CTTGCTATTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAATTTGCCTTGTTGTGGGGG
ACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATAATGTCTTCGGA
CCAAAGGTGGCCTCTATTTATATGCTATCGCAACAAGATGAGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGT
AAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTTAGA
GGATGACCAGCCACACTGGACCTGACACACTGTCCCTACTCCTACGGGAGGACTCCTNGGGGAATA
TTNCACGNTGAATGAAACTCTNATGCASCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAA
GCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGGCGTAGATTAATACTCTGCGCCTGTGACGTTACTCGCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTAATCAAGTCAGATGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGG
AACTGCATTTGAAACTGGTTGACTAGAGTTTTGTAGAGGGTGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCACCTGGACAAAGACTGACACTGA
GGCGCGAAGGCGTGGGGAGCAAACGGGATTA
GATACCCCGGTAGTCCACGCAGTAAACGATGTCTATTAAGAAGTTTGTGGCTATATGCCGTGGGTT
TCAAAGCTAACGCATTAAATAGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCG
CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
ATGCAACGCGAAGAACCTTACCATCCCTTGACATCCAGAGAATCACCTAGAGATAGATGAGTGCCT
TCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAGGGAGACTG
CCGGGAAYCCACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGATGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCAAATACAAAGGGTTGCTAACCTGCGAGGGTATGCGAATCTCATAAAGT
TTGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGA
TCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGG
CTGCACCAGAAGTC
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>\/124 (1500 bp)
ACTTCACCCCAGTCATGAACCACAAAGTGGTAAGCGTTCTCCCGAAGGTTAAACTACCTACTTCTTT
TGCAGCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCAT
TCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTAC
GACGCACTTTTTGGGATTCGCTCACTTTTGCAAGTTGGCAGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACC
GGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCGACATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCG
GGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGCTCCC
GAAGGCACACCTGCGTCTCCGCTGGCTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
ATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTG
CGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAAC
CTCCAAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTT
CGCATCTGAGTGTCAGTATCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACG
CATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGATGACCAGTTTCAAATGCT
ATTCCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAATCATCCACCTGCATGCGCTTTACGCCCA
GTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTT
CTTCTGCAGCTAACGTCAAATGAATGCGCTATTAACACATCCACCTTCCTCACTGCTGAAAGTACTT
TACAACCCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATA
TTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCT
CAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCCACCTGGGC
ATATCTTGACGCGAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGCTCCCGTTCATTACAAACAAAAGCATT
ATGCGGTATTAGCCATCGTTTCCAATGGTTATCCCCCACATCAAGGCAATTTCCCAGGCATTACTCA
CCCGTCCGCCGCTCGACGCCGAAGTAGCAAGCTACTTCTCGTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGG
CCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAA

>\V/136 (1449 bp)
CTGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGANCGGTAACAGAGAATAGC
TTGCTATTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTGGGAATTTGCCTTGTTGTGGGGGA
CAACAGTTGGAAACGACTGCTAATTCCGCATAATGTCTTCGGACCAAAGGTGGCCTCTATTTATAT
GCTATCGCAACAAGATGAGCCCAAGTGGGATTAGCTAGTTGGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCG
ACGATCCCTAGCTGGTCTTAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGKYMSWGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGAGGAAACTCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTG
TGAAGAAGGCTTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGGCGTAGATTAAATACTCT
GCGCCTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTAATCAAGTCAGA
TGTGAAAGCCCAGGGCTCAACCTTGGAACTGCATTTGAAACTGGTTGACTAGAGTTTTGTAGAGGG
TGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGWGATCTGAAGGARKRMCAGTGGCGAAGGC
GKYCACYKGGACAAGAGACATGACACTGAGGCGCGAAGGCGTGGAGSARCRAACGGGATTAGAT
ACCCCGGTAGTCCACGCAGTAAACGATGTCTATTAGAAGTTTGTGGCTATATGCCGTGGGTTTCAA
AGCTAACGCATTAAATAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCATCCCTT
GACATCCAGAGAATCACCTAGAGATAGATGAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTAG
TTGCCAGCACGTAAKGGTGGGAACTCTAGGGAGACTGCCGGTGATAAMCCGGAGGAAGGTGGGG
ACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGGATGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAAATACAAA
GGGTTGCTAACCTGCGAGGGTATGCGAATCTCATAAAGTTTGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCA
ACTCGACTCCGTGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCACCAGAAGTCATTAGCTTAACCN
TTCGGGGATG
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>V/157 (1495 bp)
TTGTTACGACTTCACCCCAGTCATGAACCACACCGTGGTAAACGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTATC
TACTTCTGGTGCAGCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA
CCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGAT
CCGGACTACGACGTACTTTCTGGGATTCGCTCCACCTCGCGGTCTCGCTGCCCTCTGTATACGCCAT
TGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGG
TTTATCACCGGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCGACATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTC
ACAGTTCCCGAAGGCACACCAAAATCTCTTCCGGCTTCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTT
TTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGGCTCTA
GGCCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC
CCCACGCTTTCGCATCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCA
GATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGT
TCAAAATGCGGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTTGCTTAACAAACCGCCTGCATGCG
CTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTT
AGCCGGTGCTTCTTCTGCAGCTAACGTCAAATTAATACGCTATTAACGTACCAACCTTCCTCACTGC
TGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCC
ATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCT
GATCATCCTCTCAAACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAAT
CCCAACTGGGCCCATCCCGACGCGAGAGGTCCGAAGATCCCCCTCTTTGGTCCGTAGACATCATGC
GGTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTATCCCCCACGTCAGGGCAGGTTCCCAGCCATTACTCACCCG
TCCGCCGCTCGTCATCTTCAAAAGCAAGCTCTTGAAATGTTACCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCC
TGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGGATCAAA

>\/198 (1140 bp)
GACATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCAC
AACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGCTCCCGAAGGCACACCTGCGTCTCCG
CTGGCTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTC
TACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACG
GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAGTGTCAGTGTCTG
TCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAA
TTCTACCCCCCTCTACAGCACTCTAGTTCACCAGTTTCAAATGCAGTTCCGAGGTTGAGCCCCGGGC
TTTCACATCTGACTTAATGAACCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCA
CCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTTGCTAACGTCAAGAG
ATAACGCTATTAACACTACCCCCTTCCTCACAACTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCA
TACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAG
GAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCT
TGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCCACCTAGGCATATCTTGACGCGAGAGGTCCGAA
GATCCCCCTCTTTGGCCCGTAGGCATTATGCGGTATTAGCCATCGTTTCCAATGGTTATCCCCCACA
TCAAGGCAATTTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACGCCCATTAACGCACCCGAAGGA
TTGTTAGTGTCGTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGG
ATCAAA

83



