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Útdráttur 

Sjávarbakteríur voru á árum áður taldar tilheyra aðeins þremur ættkvíslum en niðurstöður 

rannsókna í dag hafa sýnt að samfélög sjávarins eru mjög flókin og fjölbreytileg. Lítill 

hluti af þessum fjölbreytileika hefur verið rannsakaður, þá sérstaklega þegar kemur að 

kuldakærum og kuldasæknum bakteríum. 

Í þessari rannsókn var stofnasafn u.þ.b. 150 kuldasækinna stofna, sem ræktaðir höfðu verið 

úr sjó og af fiskum á árunum 1993-1994, flokkað með fjórum aðferðum: 

svipgerðarprófum, raðgreiningu 16S rRNA gena, athugun á G+C innihaldi auk AFLP 

greiningar.  

Niðurstöður rannsóknarinnar benda til þess að í stofnasafninu sé að finna 54 tegundir, 

einhverjar þekktar en aðrar óþekktar. Aðferðirnar fjórar studdu hverja aðra í meginatriðum 

og unnt var að staðfesta tegundagreiningu á hluta safnsins. Aðrar tegundir þarf að rannsaka 

betur með tilliti til þess hvort um nýjar tegundir sé að ræða en niðurstöður rannsóknarinnar 

bentu til þess að nokkrar slíkar væri að finna í safninu.  

Einni nýrri tegund var lýst. Hún var valin vegna þess hve frábrugðin hún var öðrum 

stofnum með tilliti til svipgerðar og basaraða á 16S rRNA geni. AFLP greining á 

stofninum staðfesti þá tillögu að hér sé um nýja tegund að ræða, þannig að nýrri tegund, 

Vibrio saccharalyticus, var lýst. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

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.  
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1. Inngangur 
 

1.1. Sjávarbakteríur 

Sjórinn þekur um 70% af yfirborði jarðar eða um 335 milljón ferkílómetra. Því er erfitt að 

gera sér grein fyrir örveruflóru sjávarins nema með margþættum rannsóknum í mismunandi 

heimsálfum. Fram að þessu hafa líffræðirannsóknir sjávarins mest verið beint að stærri 

lífverum. Á síðustu árum hefur þetta þó verið að breytast þar sem vísindamenn gera sér betur 

grein fyrir mikilvægi örvera í sjónum, en þær finnast bæði sem frítt fljótandi og á plöntum og 

dýrum.  Lífmassi örvera í sjónum er talinn vera meiri en 98% af öllum lífmassa sjávarlífvera. 

Í efri lögum sjávar (efstu 200 m) er frumuþéttleikinn um 5 ∙ 10
5
 frumur/ml en ef farið er neðar 

en á 200 m dýpi er frumuþéttleikinn að meðaltali 5 ∙ 10
4
 frumur/ml. Meðal dýpt sjávarins er 

um 3800 m en um 62% af lífhvolfi jarðar er á meira en 1000 m dýpi þar sem hitastigið er á 

bilinu 0-3°C (Jannasch og Taylor 1984). Á undanförnum árum hefur áhugi vísindamanna 

aukist á örverum sem aðlagaðar eru að kulda, lífverum sem geta vaxið nálæg frostmarki vatns 

og kallast kuldakærar örverur (psychrophile). Ákjósanlegt hitastig fyrir vöxt þeirra er 15°C 

eða neðar, þær geta vaxið við 0°C en hámarks vaxtarhitastig þeirra er um 20°C. Til 

samanburðar er ákjósanlegt vaxtarhitastig kuldasækinna  (psychrotrophic) örvera um eða yfir 

20°C (Morita, 1975). Kuldakærar og kuldasæknar örverur finnast bæði á svæðum sem ávallt 

eru köld sem og tímabundið, en þessi svæði ná yfir meira en 80% lífhvolfsins. Höfin, 

pólsvæðin, há fjöll og djúp stöðuvötnn eru köld svæði þar sem hitastig fer sjaldan eða aldrei 

yfir 5°C (Gounot, 1999). Hæfileiki örvera til þess að vaxa við lágt hitastig er ekki 

einskorðaður við dreifkjörnunga. Mikill fjölbreytileiki er á meðal örvera sem finnast á köldum 

svæðum, nefna má bakteríur, fornbakteríur, gersveppi, sveppi og þörunga. Þessar örverur lifa í 

jarðvegi, ferskvatni og sjó eða í tengslum við plöntur og dýr með kalt blóð. Þær bakteríur sem 

fundist hafa með einangrun eða raðgreiningu 16S rRNA gena tilheyra flestar Gram-

neikvæðum Proteobacteria (Ravenschlag o.fl., 1999; Bowman o.fl., 1997; Fuhrman o.fl., 

1993;) en Gram-neikvæðar bakteríur eru ráðandi í sjó þar sem meirihluti rannsókna hefur 

farið fram. Kuldakærar og kuldasæknar örverur hafa mikla aðlögunarhæfni, til dæmis geta átt 

sér stað breytingar á próteinum og lípíðum í himnum þeirra, breytingar á orkusækni, 

nýmyndun próteina og vatnsrjúfandi ensíma (Russel, 1998). Mikil virkni örveranna við lágt 

hitastig ásamt því hve viðkvæm kuldasækin ensím eru gagnvart hita getur verið uppspretta 

rannsókna á nýjum líftæknilegum aðferðum (Feller og Gerday, 2003). 
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Sjávarörverur sjá að lang mestu leyti um frumframleiðslu og gegna lykilhlutverki í hringrás 

efna í höfunum (Whitman o.fl., 1998). Sjór getur virkað bæði sem flutningsmiðill og æti fyrir 

vöxt baktería, ólíkt lofti sem aðeins virkar sem flutningsmiðill baktería. Flestar sjávarlífverur 

lifa í umhverfi sem er tiltölulega ríkt af bakteríum og öðrum örverum og deila því vistkerfi 

með bakteríum sem bera ábyrgð á sjúkdómum þeirra. Ýmislegt hefur áhrif á örveruflóru 

sjávar eins og t.d. hitastig, selta, næring, súrefni, sýrustig, sólarljós, skipaumferð o.fl.  

Einkum eru það ófrumbjarga og ljóstillífandi örverur sem mynda stærstu örveruhópana í sjó. 

Ljóstillífandi cyanobakteríur finnast allstaðar í efri lögum sjávar og þá sérstaklega í 

næringarsnauðu umhverfi þar sem þær eru mikilvægt æti fyrir aðrar lífverur. Áður var talið að 

helstu tegundir sjávarörvera tilheyrðu ættkvíslunum Vibrio, Alteromonas og Pseudomonas en 

í dag hafa niðurstöður rannsókna sýnt að samfélög sjávarins eru mjög flókin og fjölbreytileg. 

Hjá J. Craig Venter Institute (JCVI, http://www.jcvi.org) er unnið að verkefni sem nefnist 

Global Ocean Sampling (GOS, http://www.jcvi.org/cms/research/projects/gos/overview). 

Markmiðið með þessu verkefni er að fá heildarmynd af örverufjölbreytileika heimshafanna og 

er það gert með siglingarleiðöngrum þar sem síaðir eru 200-400 lítra af sjó (í gegnum 3,0 – 

0,1 μm síur) á u.þ.b. 400 km fresti. Þá eru heilu örverugenamengin raðgreind úr lífmassanum 

beint upp úr sjó án ræktunar en slík massa raðgreining hefur ekki áður þekkst. Nú þegar hafa 

verið farnir tveir leiðangrar, sá fyrri á árunum 2003-2008 þegar farið var um Norður 

Atlantshafið, í gegnum Panama skurðinn og um Suður Kyrrahafið  og sá seinni var farinn árin 

2009-2010 en þá var siglt um Eystrasalt, Svartahaf og Miðjarðarhaf (mynd 1). 

 

 

Mynd 1 Kortið sýnir siglingaleiðirnar sem farnar voru í leiðangrunum tveimur á vegum JCVI. Bláa 

línan sýnir leiðangurinn frá árunum 2003-2008 en sú svarta sýnir leiðangurinn sem farinn var árin 

2009-2010 (mynd tekin af http://www.jcvi.org/cms/research/projects/gos). 
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Úr verkefninu hafa fengist tæplega 11 milljón metagenomic raðir, 45.000 16S rRNA 

genaraðir og 137 heilraðgreindum erfðamengjum sjávarörvera hefur verið lýst (Yooseph, S. 

o.fl., 2010). Aðeins 24,5% skörun varð þegar bornar voru saman þær tæplega 11 milljón 

metagenomic raðir við 197 heilraðgreind erfðamengi úr sjávarörverum og aðeins 33,7% 16S 

rRNA genaraðanna sýndu meira en 97% samsvörun þegar þær voru bornar saman við 

gagnabanka. Þessar niðurstöður, ásamt öðrum (Nealson og Venter, 2007; Rusch o.fl., 2007), 

benda til þess að mikinn fjölda ólýstra og óræktanlegra örvera er að finna í sjónum. 

Hafrannsóknir á Íslandsmiðum hafa lengi verið stundaðar og mikið af upplýsingum safnað, þá 

einkum haffræðirannsóknir og rannsóknir á ýmsum stærri dýrategundum, svifdýrum og 

svifþörungum. Nánast engar rannsóknir á hlutverki sjávarörvera í vistkerfinu við 

Íslandsstrendur hafa farið fram. Helst ber að nefna rannsókn, sem Viggó Þór Marteinsson 

stýrði, þar sem erfðafjölbreytileiki óræktaðra örvera frá yfirborði til botns var kannaður.  

Sýnataka rannsóknarinnar tengdist sýnaleiðangri BioIce  (Botndýr á Íslandsmiðum) (Kjartan 

Á Maack, 2002). Aðrar rannsóknir á sjávarörverum eru fáar og engar niðurstöður hafa verið 

birtar tengdar þeim. 

Ný raðgreiningartækni mun í framtíðinni gera vísindamönnum kleift að mæla  fjölbreytileika 

örvera í sjó án ræktunar en með margfalt betri greiningu og með mun ódýrari hætti en áður 

(Sogin o.fl., 2006 ). Með þessari nýju tækni verður  auðveldara að fylgjast með breytingum á 

örverusamfélögum og rannsaka hlutverk þeirra í vistkerfi sjávar. Sérstakalega verður 

mikilvægt að fylgjast með framvindu vistkerfa í sjónum til að meta áhrif hlýnunar sjávar á 

lífríkið og hvernig CO2 upptaka örvera breytist. Einnig leiðir þekking okkar á hlutverki örvera 

sem undirstöðu í fæðukeðjunni til betri skilnings á ástandi stofna sjávardýra.  

1.1.1. Örveruflóra fiska 

 

Niðurstöður fjölda rannsókna benda til þess að bakteríusamfélög finnist á roði, tálknum, 

þörmum, ljósfærum og innri líffærum fiska (Austin, 2006). Fjöldi baktería og samsetning 

samfélaganna á og í fiskunum endurspeglast oft af því hvaða lífverur er að finna í vatninu 

umhverfis fiskinn. Þessar lífverur hafa ótvírætt áhrif á örveruflóruna á yfirborði fisksins, þar á 

meðal tálkn. Eins fara einhverjar af lífverunum í gegnum meltingarfærin og hafa þar með 

áhrif á flóru þeirra. Bakteríumyndun getur byrjað strax á hrognum og seyðum og haldið áfram 

að þróast með fisknum á meðan hann stækkar (Olafsen, 2001). Þess vegna hefur fjöldi og gerð 

bakteríusamfélaga á hrognum, í fæðu og í vatninu umhverfis fiskinn áhrif á örveruflóru hans. 
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Þó að fjöldi og tegundir baktería á fiskum séu áhugaverð rannsóknarefni er ekki síður 

mikilvægt að rannsaka hlutverk þeirra. Hlutverk örveruflórunnar á fiskum er oft ekki alveg 

skýrt en rannsóknir hafa sýnt að meðal hlutverka séu niðurbrot ýmissa sameinda (Syvokiene 

og Mickeniene, 1999), myndun vítamína og fjölliða (Sugita o.fl., 1991)  ásamt því að sjá um 

ljósmyndun í ljósfærum djúpsjávarfiska (Kaeding o.fl., 2007). Sumar bakteríur, sérstaklega í 

meltingarfærunum, gætu einnig átt þátt í vörn fiska gegn sýkingum (Ringø o.fl., 2000). 

Ættkvíslir sem ræktaðar hafa verið af roði fiska í sjó eru m.a. Acinetobacter, Alcaligenes, 

Bacillus, Caulobacter, Cytophaga/Flexibacter, Escherichia, Hyphomicrobium, 

Lucibacterium, Vibrio, Photobacterium, Prosthecomicrobium, Pseudomonas, og Moritella. Á 

tálknum hafa ættkvíslirnar Achromobacter, Alcaligenes, Bacillus, Flavobacterium, og 

Micrococcus verið ræktaðar. Algengar ættkvíslir sem ræktaðar hafa verið í tengslum við 

meltingarfæri sjávarfiska eru Aeromonas, Alcaligenes, Alteromonas, Carnobacterium, 

Flavobacterium, Micrococcus, Photobacterium, Pseudomonas, Staphylococcus, og Vibrio en 

ættkvíslirnar Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas og Staphylococcus hafa verið ræktaðar úr 

fæðu fisksins. Á hrognum hafa ræktast Cytophaga/Flavobacterium og Pseudomonas en af  

lifur og nýrum fiska hafa Pseudomonas, Vibrio og Shewanella ræktast (Austin, 2006).  

Eins og sjá má á þessari upptalningu er örveruflóra fiska mjög fjölbreytileg og þess vegna 

áhugaverður vettvangur að rannsaka. Hlutverk bakteríanna á fiskunum er spennandi að 

rannsaka betur auk þess sem lítið hefur verið rannsakað af óræktanlegum bakteríum sem 

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

 

1.1.2. Stutt lýsing á nokkrum völdum ættkvíslum sem tengjast rannsóknum 
kuldasækinna örvera í sjó og á fiskum 

Ættkvíslin Vibrio 

Ættkvíslin Vibrio er meðlimur ættarinnar Vibrionaceae ásamt 5 öðrum ættkvíslum 

(Enterovibrio, Grimontia, Photobacterium, Salinivibrio og Aliivibrio) 

(http://www.bacterio.cict.fr). Ítalski læknirinn Filipo Pacini (1812-1883) fann fyrstu Vibrio 

tegundina, V. cholerae, árið 1854, en hún er viðmiðunarstofn ættkvíslarinnar. Stofnar af 

ættkvíslinni Vibrio samanstanda af gram-neikvæðum, staflaga, hreyfanlegum, loftóháðum 

frumum. Nokkrar tegundir geta valdið alvarlegum sjúkdómum í mönnum, m.a. V.cholerae, 

V.parahaemolyticus og V. vulnificus. Kólera (af völdum V.cholerae) er alvarlegur sjúkdómur 

sem herjar aðallega á fólk í þróunarlöndum vegna skorts á hreinu vatni og sorphreinsun en 
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aðal smitleiðin er í gegnum vatn og mat. Víbríur eru algengir sýklar sjávardýra, þ.e. fiska og 

skelfiska en þær valda sérstaklega miklum skaða í eldisfiskum (Thompson o.fl., 2004).  

Mikil gróska er í greiningum á nýjum tegundum Víbría en í ættkvíslinni Vibrio eru 80 

tegundir. Fyrstu fimm mánuði ársins 2011 eru nú þegar komnar 5 nýjar tegundir. Þær eru: 

Vibrio celticus, Vibrio communis, Vibrio mangrovi, Vibrio marisflavi og Vibrio sagamiensis 

(http://www.bacterio.cict.fr/uw/vibrio.html, 31.maí 2011). 

Ættkvíslin Aliivibrio 

Ættkvíslin Aliivibrio er tiltölulega nýr meðlimur ættarinnar Vibrionaceae 

(http://www.bacterio.cict.fr). Ættkvíslin Aliivibrio varð til árið 2007 þegar endurflokkun var 

gerð á stofnunum Vibrio fischeri, Vibrio logei, Vibrio salmonicida og Vibrio wodanis 

(Urbanczyk o.fl., 2007). Viðmiðunarstofn ættkvíslarinnar er Aliivibrio fischeri.  

Stofnar af ættkvíslinni Aliivibrio samanstanda af gram-neikvæðum, staflaga, hreyfanlegum, 

loftóháðum frumum. Stofnarnir eru kuldasæknir og finnast aðallega í sjávarumhverfi, oft í 

tengslum við dýr. Tegundin Aliivibrio salmonicida er þekkt fyrir að vera sjúkdómsvaldandi í 

laxfiskum, þorski og regnbogasilung (Egidius o.fl., 1986). 

Í ættkvíslinni Aliivibrio eru 6 tegundir, Aliivibrio finisterrensis var lýst árið 2010 og Aliivibrio 

sifiae var lýst árið 2011 (http://www.bacterio.cict.fr/a/aliivibrio.html, 15.júní, 2011). 

Ættkvíslin Photobacterium 

Ættkvíslin Photobacterium er meðlimur ættarinnar Vibrionaceae. Fyrsti meðlimur 

ættkvíslarinnar, sem nú er kallaður Photobacterium phosphoreum og er viðmiðunarstofn 

ættkvíslarinnar, var fyrst nefndur Micrococcus phosphoreus árið 1878 af Cohn, F. Stofninn 

fékk mörg heiti eftir þetta en árið 1889 endurnefndi Beijernic tegundina Photobacterium 

phosphorescens og þar með varð til ný ættkvísl, Photobacterium 

(http://www.bacterio.cict.fr/p/photobacterium.html).    

Stofnar af ættkvísinni Photobacterium samanstanda af gram-neikvæðum, staflaga, 

hreyfanlegum, loftóháðum frumum. Stofnar af þessari ættkvísl finnast oft á miklu dýpi í 

sjónum (í tengslum við ljósfæri fiska) og þola því mikinn þrýsting og kulda. Tegundin 

Photobacterium phosphoreum hefur sérstaklega verið rannsökuð með tilliti til þess að vera 

skemmdarbaktería í fiski (Dalgaard o.fl., 1997). 

Í ættkvíslinni eru 20 tegundir, þar af voru Photobacterium jeanii og Photobacterium 

gaetbulicola lýst árið 2010 og Photobacterium swingsii lýst árið 2011 

(http://www.bacterio.cict.fr/p/photobacterium.html, 15.júní, 2011). 
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Ættkvíslin Moritella 

Ættkvíslin Moritella er meðlimur nýlegrar ættar Moritellaceae (Ivanova o.fl., 2004), en áður 

tilheyrði hún ættinni Alteromonadaceae. Ásamt ættkvíslinni Moritella er tiltölulega ný 

ættkvísl, Paramoritella (Hosoya o.fl., 2009) í ætinni Moritellaceae. Fyrsta tegund Moritella 

ættkvíslarinnar, og jafnframt viðmiðunarstofn hennar, var Moritella marinus (áður Vibrio 

marinus) (Steven, 1990) en hún var formlega endurflokkuð árið 1998 af Urakawa o.fl. sem 

Moritella marina. Stofnar af ættkvíslinni Moritella samanstanda af gram-neikvæðum, 

staflaga, hreyfanlegum, loftóháðum frumum. Stofnarnir eru kuldasæknir og saltháðir og 

flestar tegundir ættkvíslarinnar Moritella eru þrýstingsháðar og kuldasæknar. Tegundin 

Moritella viscosa veldur vetrarsárum á fiskum og hefur m.a. fundist á laxfiskum, 

regnbogasilungum og þorskum (Benediktsdóttir o.fl., 1998; Benediktsdóttir o.fl., 2000). 

Sjö tegundir eru í ættkvíslinni og lítið er um lýsingar á nýjum tegundum en þeirri síðustu,  

Moritella dasanensis, var lýst árið 2008 (http://www.bacterio.cict.fr/m/moritella.html, 1.júní 

2011). 

Ættkvíslin Psychromonas 

Ættkvíslin Psychromonas er eini meðlimur ættarinnar Psychromonadaceae sem lýst var árið 

2004. Ættkvíslinni var fyrst lýst árið 1998 þegar viðmiðunarstofn hennar, Psychromonas 

antarctica, fannst á Suðurskautslandinu. Stofnar af ættkvíslinni Psychromonas samanstanda af 

gram neikvæðum, staf- eða egglaga, hreyfanlegum, loftóháðum frumum. Nafnið á 

ættkvíslinni bendir einnig til þess að stofnarnir séu mjög kuldakærir eða kuldasæknir enda 

hafa þessar tegundir ræktast við heimskautin (Mountfort o.fl., 1998; Auman o.fl., 2006). 

Í ættkvíslinni eru 14 tegundir, þar af var Psychromonas agarivorans lýst árið 2009 og 

Psychromonas boydii lýst árið 2010 (http://www.bacterio.cict.fr/p/psychromonas.html, 

15.júní, 2011). 

Ættkvíslin Shewanella 

Ættkvíslin Shewanella er meðlimur ættarinnar Shewanellaceae en í henni er aðeins þessi eina 

ættkvísl (http://www.bacterio.cict.fr). Fyrsti meðlimur ættkvíslarinnar, sem nú er kallaður 

Shewanella putrefaciens og er viðmiðunarstofn ættkvíslarinnar, var fyrst einangraður úr 

þránuðu smjöri árið 1931. Þá var tegundin nefnd Achromobacter putrefaciens. Seinna var hún 

endurnefnd í Pseudomonas putrefaciens en vegna ósamræmis í G+C innihaldi var hún enn 

endurflokkuð í Alteromonas putrefaciens. Að lokum var ættkvíslin Shewanella búin til árið 

1985. Stofnar af ættkvíslinni Shewanella samanstanda af gram-neikvæðum, staflaga 

hreyfanlegum, loftháðum frumum. Shewanella tegundir eru þekktar fyrir að vaxa á 
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vatnabúsvæðum og margar þeirra eru háðar Na
+
 jónum og lágu hitastigi. Stofnar af 

ættkvíslinni Shewanella hafa fundist í sýnum sem tengjast matareitrun hjá mönnum ásamt því 

að valda sýkingum og eitrunum í fiskum (Kumar-Roiné o.fl., 2010).  

Í dag eru 54 tegundir í ættkvíslinni. Árið 2010 var þremur nýjum Shewanella tegundum lýst, 

þeim Shewanella corallii, Shewanella fodinae og Shewanella xiamenensis. Engri nýrri tegund 

hefur verið lýst það sem af er árinu 2011 (http://www.bacterio.cict.fr/s/shewanella.html, 

31.maí, 2011). 

 

1.2. Flokkun tegunda 
 

Líffræðingar hafa lengi glímt við vandamálið að skilgreina og þekkja tegundir. Jafnvel dýra- 

og plöntutegundir er stundum erfitt að afmarka. En örverum – sérstaklega dreifkjörnungum – 

tengjast sérstök vandamál. Stærðin og óræktanleikinn (en aðeins lítill hluti dreifkjörnunga er 

ræktanlegur á rannsóknarstofu) rugla greiningu og skráningu tegunda. Dreifkjörnungar fjölga 

sér einnig kynlaust og geta þess vegna í meginatriðum ekki fylgt hugmynd Ernst Mayr´s um 

líffræðilega tegund: „Hópar af raunverulega eða mögulega kynblönduðum náttúrulegum 

stofnum sem eru æxlunarlega einangraðir frá öðrum slíkum hópum“ (Mayr, 1992). Þessi 

skilgreining hefur verið nefnd „Líffræðilega tegundahugtakið“ (e. Biological Species 

Concept, BSC). 

Flokkunarfræðingurinn og framúrstefnumaðurinn S.T. Cowan lýsti árið 1965 frekar neikvæðri 

sýn á sína líka: 

„Hinn sanni flokkunarfræðingur er maður með hugsjón; hann lifir oft 

einangruðu lífi, hlífir sér gagnvart óþægindum og vonbrigðum hversdagsins, 

og hann gæti haft dökkar augnblökur eins og hestar nota.[...] Lifir lífinu í 

einangrun, öruggur á litlu rannsóknarstofunni sinni, umkringdur bókum, 

smásjá (og hugsanlega segulbandi). Honum er sama hvort vinna hans leiði 

til hagnýtingar eða ekki“ (Cowan, 1965).  

Flestir flokkunarfræðingar eru þó sammála um að sérfræðingurinn í dag sé mun virkari vegna 

tækniþróunar, tilbúinn að prófa nýjar aðferðir, opinn fyrir umræðu og veit að þennan hluta 

fræðanna er hægt og rólega verið að taka alvarlega. Eitt verkefna örveruflokkunarfræðinga er 

að búa til almennt tungumál fyrir alla örverufræðinga. 
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Dreifkjörnungar, sem flestir eru ósýnilegir, mynda undirstöðuþátt í lífríki jarðarinnar. Þetta 

kemur á óvart, sérstaklega fyrir þá sem ekki eru örverufræðingar. Dreifkjörnungar mynda m.a. 

mikilvæg efnasambönd í andrúmslofti jarðarinnar og mikill hluti erfðabreytileika er til 

kominn vegna þeirra. Fjöldi dreifkjörnunga á jörðinni er talinn vera 4 - 6 ∙ 10
30

 frumur og 

kolefnismagn í þeim 350 – 550 Petagrömm (1 Pg = 10
15

 g). Heildarmagn kolefnis í 

dreifkjörnungum er u.þ.b. 60-100% af áætluðu heildar kolefnismagni í plöntum og því má 

áætla að heildarmagn kolefnis í lífverum muni næstum tvöfaldast ef kolefnið í 

dreifkjörnungum verður tekið með í almenn módel. Að auki innihalda dreifkjörnungar mikið 

magn af nitri, fosfór og öðrum nauðsynlegum næringarefnum (Whitman o.fl., 1998). 

Áhugavert er að meirihluti dreifkjörnunga gæti verið staðsettur í neðansjávar og í neðanjarðar 

umhverfi. Þessir staðir hafa fengið minni athygli en yfirborð jarðar og þess vegna hafa 

rannsóknir í örverufræði aðeins verið gerðar á mjög litlu hlutfalli af heildar dreifkjörnunga-

samfélagi jarðarinnar. 

 
Nokkrar tilraunir hafa verið gerðar til þess að meta fjölda lifandi tegunda á jörðinni og svo 

virðist sem skráðar tegundir hafi verið beint tengdar við fyrirhöfn og áhuga vísindamanna 

(May, 1988).  Örverufræðingar telja mikla möguleika á að fjölbreytileiki dreifkjörnunga sé að 

stórum hluta til kominn úr óræktanlegum örverum (Pace, 1997; Ward o.fl.,1990)  og því var 

það algengur misskilningur að örverur sem einangraðar voru úr umhverfinu stæðu fyrir 

tölulega ríkjandi og/eða virkar mikilvægar tegundir í því umhverfi. Í raun eru örverur sem 

ræktaðar eru með hefðbundnum aðferðum sjaldan ríkjandi í þeim samfélögum sem þær 

finnast í. Í stað þess eru þær einangraðar vegna hæfileika þeirra til þess að vaxa hratt í 

kóloníur á næringarríku, tilbúnu æti, venjulega við loftháðar aðstæður og hófsamt hitastig. 

Lífverur sem ræktast auðveldlega eru „illgresi“ örveruheimsins og áætlað er að þær 

samanstandi af minna en 1% allra örverutegunda (Hugenholtz, 2002). Í dag er unnið að 

verkefni sem ber heitið „All-Species Living Tree Project“ (LTP, http://www.arb-

silva.de/projects/living-tree) með það að markmiði að veita vísindamönnum aðgang að 

nothæfum flokkunarfræðilegum gagnagrunni sem inniheldur m.a. raðir lýstra 

viðmiðunarstofna dreifkjörnunga. Samkvæmt niðurstöðum verkefnisins hafa 8602 tegundum 

dreifkjörnunga verið lýst fram að febrúar 2010 (Yarza o.fl., 2010). Þessi tala virðist vera stór 

en ef hún er sett í samhengi við fjölda heilkjörnungategunda sést vel að svo er ekki.  

Unnið er að öðru flokkunarfræðiverkefni sem nefnist „Species 2000“ 

(http://www.sp2000.org/index.php?option=com_content&task=view&id=13&Itemid=41). 

Þetta verkefni hefur það að markmiði að halda utan um allar tegundir heims, dreif- og 
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heilkjörnunga. Í gagnagrunni þeirra er þó aðeins um 60% allra þekktra tegunda en unnið er að 

því að ná öllum þekktum tegundum í gagnagrunninn. Nýjustu tölur þeirra (apríl 2011) sýna 

1.347.224 tegundir. Ef þessi tala er aðeins 60% af heildarfjölda tegunda heimsins má reikna út 

að talan ætti að vera nær 2.245.373 tegundum.  Þar sem þetta er rúmlega 260 faldur fjöldi 

lýstra dreifkjörnunga gefur auga leið að fjöldi dreifkjörnunga verður aldrei mikilvægur hluti 

af líffjölbreytileika jarðarinnar ef aðeins þekktar tegundir dreifkjörnunga eru teknar með í 

almenna útreikninga. Þetta er alvarlegt vanmat á raunverulegum fjölbreytileika örvera og 

lífvera í heild. 

1.2.1.  Saga flokkunarfræði dreifkjörnunga 

 

Flokkunarfræði dreifkjörnunga er yngsta og hreyfanlegasta flokkunin á meðal mismunandi 

flokkunarfræði lífvera. Vegna stærðar þeirra og þeirri staðreynd að þeira sjást venjulega ekki 

með berum augum var erfitt að flokka þá út frá formfræðilegum einkennum eins og gert hafði 

verið við heilkjörnunga. Flestir smásjárrannsóknarmenn á 17. og 18. öld lýstu nákvæmlega 

„smásæjum verum“ sem þeir sáu en engin flokkun var gerð. Upphaflega voru dreifkjörnungar 

meðhöndlaðir sem einstök tegund sem gæti þróast í ýmis mismunandi form. Fyrstu tilraunir til 

þess að búa til örverufræðilega flokkun voru aðeins byggðar á formfræðilegum athugunum 

eins og þekkt var í heimi heilkjörnunga. Í lok 18.aldar var Otto Müller fyrstur til að reyna 

kerfisfræðilega flokkun á örverum. Hann bjó til tvær megin ættkvíslir, Monas og Vibrio, sem 

náðu yfir bakteríur. Snemma á 19.öld jók Christian Ehrenberg við flokkunarkerfi Müllers 

þegar hann bætti við gormlaga bakteríum (Schlegel og Köhler, 1999). Sumar af þessum 

tegundagreiningum eru enn í 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.júní 2011). Síðari rannsóknarmenn erfðu einfaldari flokkunaraðferðir, en þó var hún áfram 

byggð upp á svipgerðareiginleikum sem sjá mátti í smásjá. 

 

Mikilvægt skref í þróun örverufræðinnar var þegar mögulegt varð að einangra lífveru í 

hreinrækt. Árið 1872 ræktaði Joseph Schroeter hreina kóloníu af litarmyndandi bakteríu og 

árið 1878 ræktaði Joseph Lister hreinrækt af bakteríu sem veldur mjólkursúrnun. Árið 1881 

gaf Robert Koch út aðferðina við að rækta á föstu gelatín æti sem seinna var skipt út fyrir 

agar. Þetta var byrjunin á því sem hann kallaði „hin gullna öld í læknisfræðilegri 

örverufræði“. Með því að rækta örveru í hreinrækt gafst rannsóknarmönnum tækifæri á að ná 

upplýsingum beint frá lífverunni og þetta myndaði grunninn að þeirra flokkunarfræði. 

(Rosselló-Mora og Amann, 2001). 
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Danski læknirinn og örverufræðingurinn Hans Christian Gram (1853 – 1938) þróaði mjög 

mikilvæga aðferð til flokkunnar á bakteríum árið 1884. Upphaflega var hún þróuð til þess að 

greina á milli tveggja sýkla sem valda sýkingum með svipuð sjúkdómseinkenni: 

Streptococcus pneumoniae og Klebsiella pneumoniae (Gram, 1884). Aðferðin er nefnd 

Gramlitun eftir honum sjálfum. Gramlitun er frumulitunaraðferð sem notuð er til að skipta 

bakteríum í tvo hópa: Gram-jákvæðar og Gram-neikvæðar bakteríur. Aðferðin greinir á milli 

hinna tveggja megin byggingarforma frumuveggja sem finnast meðal baktería og eru þeir 

nefndir eftir litunarsvöruninni (Gram-jákvæðir og Gram-neikvæðir frumuveggir) (Prescott 

o.fl., 2002).  

Árið 1923, þegar „Bergey´s Manual of Determinative Bacteriology“ var gefinn út, komu fyrst 

fram nútímalegir greiningarlyklar fyrir bakteríur. Á þeim tíma var engin almenn sátt um 

flokkunarfræði dreifkjörnunga en þessi leiðarvísir og síðari útgáfur urðu heimildarrit um 

flokkunarfræði baktería. Á meðan fjöldi mismunandi aðferða við að greina einkenni baktería 

jókst, vantaði flokkunarfræðinga raunverulega yfirsýn yfir nálganir við flokkunarfræði. Seint 

á sjötta áratugnum, var töluleg flokkunarfræði þróuð samhliða upphafi tölvubyltingarinnar 

sem hluti af greiningu margra breytistærða.  Markmiðið var að finna upp stöðugar aðferðir við 

flokkun lífvera. Mikið af þessum drifkrafti við þróun á tölulegri flokkunarfræði kom út frá því 

vandamáli að erfitt var að meðhöndla stórar töflur með upplýsingum um lífeðlisfræðilega og 

lífefnafræðilega eiginleika margra stofna (Rosselló-Mora og Amann, 2001).  

Í byrjun sjöunda áratugarins var það loks staðfest, með aukinni vitund á eiginleikum DNA og 

þróun sameindalíffræðilegrar tækni, að hægt væri að flokka bakteríur með því að bera saman 

erfðamengi þeirra. Upphaflega var grunnsamsetning DNA-sins (G+C mól% gildi) notuð. 

Bakteríur sem höfðu mjög mismunandi G+C mól% voru augljóslega ekki sömu tegundar. 

Samt sem áður gáfu gildi sem byggðu aðeins á DNA samsetningunni mjög yfirborðslegan 

samanburð og þurfti því mun nákvæmari aðferð. Þá var DNA-DNA þáttapörun þróuð. 

Hagkvæmur kostur þessarar aðferðar var að oft sýndi hún mjög aðgreindar þyrpingar stofna. 

Lífverur voru annað hvort nátengdar eða ekki og DNA-DNA þáttapörun varð þarf af leiðandi 

hefðbundin aðferð við að greina bakteríutegundir á þessum tíma (Rosselló-Mora og Amann, 

2001).  
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Seint á áttunda áratugnum varð tímamótaskref í tilraunum til þess að ákvarða tengsl á milli 

fjarskyldra baktería þegar Carl Woese gerði þróunarfræðilegt tré úr ríbósómal RNA röðum 

(Woese o.fl., 1977). Vegna þess hve varðveitt nýmyndunarferli próteina er varð ríbósómal 

RNA að hentugri þróunar- og sameindaerfðafræðilegri klukku. Ríbósómal RNA er forn, 

stöðug og varðveitt sameind (Madigan o.fl., 1997). Hún er til staðar í öllum lífverum, ekkert 

bendir til hliðar genafærslu rRNA gena á milli mismunandi tegunda og því gefa rRNA gen 

réttar upplýsingar um þróunarfræðileg tengsl (Pace, 1997). 

Þrjár gerðir RNA finnast í ríbósómum örvera, 5S rRNA, 16S rRNA og 23S rRNA (Madigan 

o.fl., 1997). Í fyrstu var 5S rRNA sameindin rannsökuð en hún er aðeins 120 basa löng og 

þótti því of stutt. Í staðin voru 16S rRNA (u.þ.b. 1500 basar) og 23S rRNA (u.þ.b. 3000 basar) 

sameindirnar notaðar til að kanna þróunarfræðileg tengsl á milli örvera. 16S rRNA sameindin 

hafði nokkra kosti fram yfir 23S rRNA sameindina sem varð til þess að raðgreining á 16S 

rRNA geni festi sig í sessi á meðal aðferða sem notaðar eru til flokkunar dreifkjörnunga:  

(i) Sum svæði gensins eru vel varðveitt og henta vel fyrir rannsóknir á fjarskyldum lífverum. 

(ii) Önnur svæði eru varðveitt að hluta til (semi-conserved) og henta því betur við rannsóknir 

á skyldleika fylkinga og ætta. (iii) Breytileg svæði á 16S rRNA geninu henta vel til þess að 

greina á milli lífvera í sömu ættkvísl eða jafnvel á milli tegunda en þó ekki stofna innan sömu 

tegundar (Amann o.fl., 1995). (iv) Lengd gensins er hentug (u.þ.b. 1500 basar) þannig að PCR 

og raðgreining ganga vel fyrir sig en auk þess eru endar gensins vel varðveittir og þess vegna 

er hægt að magna upp næstum allt genið með PCR. Með því opnaðist möguleikinn á að 

rannsaka óræktanlegar örverur m.t.t. 16S rRNA gena. Giovanonni o.fl. (1990) voru fyrstir til 

þess að nota raðgreiningu 16S rRNA gena á óræktanlegum örverum þegar þeir rannsökuðu 

örverusvif sjávar. 

1.2.2. Hvað er tegund? 

 

Eru til tegundir í heimi baktería? Í augum bakteríuflokkunarfræðings er enginn vafi á því að 

tegundir séu til, og að það sé nauðsynlegt að flokka, nefna og lýsa þeim.  

Dýrategundir eru skilgreindar út frá svipgerðar- og hegðunareinkennum ásamt því hvort 

möguleiki sé á kynblöndun eða ekki. Þess háttar skilgreining á ekki við bakteríur eða 

fornbakteríur, eða í raun margar heilkjarna örverur. Dreifkjörnungar hafa ekki sömu 

æxlunarkerfi og heilkjörnungar, þ.e.  meiósu og frjóvgun. Þeir eru einlitna og fjölga sér 

kynlaust með tvöfaldri sundrun þar sem erfðaefnið fer lóðrétt frá móðurfrumu til dótturfrumu. 

Þess vegna er þróunarlegt mynstur frekar tengt hlutfalli endurröðunar í erfðamenginu og 
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stökkbreytingum. Það seinna er talið vera meiri háttar þáttur í fjölbreytileika erfðamengja í 

dreifkjörnungum (Whitman o.fl., 1998).  

 

Hugmyndin um tegund er sífellt endurtekið og umdeilt málefni sem heldur heimspekingum 

ásamt líffræðingum í öllum greinum uppteknum. Tegundahugtakið fyrir dreifkjörnunga á sína 

eigin sögu vegna rannsóknarframfara samhliða þróun á tæknilegum greiningaraðferðum en 

nokkur mismunandi tegundahugtök hafa komið fram á síðustu áratugum.  

Frá sjónarhóli einhverra örverufræðinga er „örverufræðileg tegund hugtak sem stendur fyrir 

hóp stofna sem inniheldur ferska stofna, hóp stofna sem viðhaldið hefur verið in vitro í 

mislangan tíma, og breytur þeirra (stofnar sem eru ekki alveg eins og foreldrar þeirra í öllum 

sérkennum), sem hafa það sameiginlegt að fjöldi mynstra af tengdum stöðugum einkennum 

hefur aðskilið hópinn frá öðrum stofnahópum“ (Gordon, 1978). Þessi skilgreining á aðeins við 

um dreifkjörnunga sem hafa verið eingangraðir í hreinrækt og útilokar óræktanlegar lífverur 

sem lang mestur hluti lifandi dreifkjörnunga saman stendur af.  

 

Árið 1987 mælti the Committe on Reconciliaton of Approaches to Bacterial Systematics 

(Wayne o.fl., 1987) með að fjarlægar erfðafræðilegar tegundir sem ekki væri hægt að aðskilja 

frá öðrum erfðafræðilegum tegundum á grunni þekktra svipgerðar eiginleika yrðu ekki 

nefndar þangað til hægt væri að aðgreina þær með einhverjum svipgerðar eiginleikum.  

 

Annað tegundahugtak  er: „bakteríutegundir eru skilgreindar sem skyldur hópur sem hefur 

verið aðskilinn frá öðrum með miklum mun í svipgerðar- og sameindafræðilegum einkennum 

(Vandamme o.fl., 1996). 

 

Rosselló-Mora og Amann (2001) vildu lýsa tegundum sem „monophyletic og erfðafræðilega 

samloðandi þyrpingu einstakra lífvera sem sýna mikla samsvörun við mörgum óháðum 

einkennum og eru greinanlegar af mismunandi svipgerðareiginleikum“. Þessi skilgreining 

hefur verið nefnd „phylo-phenetic tegundahugtakið“ og felur í sér afmörkun erfðamarka 

tegundarinnar eftir þáttapörun heils genamengis, greiningum á G+C innihaldi, upplýsingar um 

stærð genamengis, lýsingu á svipgerð, þróunarfræði tegundarinnar o.fl. Í dag er þessi greining 

mikið notuð en margar nýjar aðferðir eru orðnar aðgengilegar. 

 

 



13 

 

Rauði þráðurinn í öllum þessum skilgreiningum er að greina þurfi bæði svipgerðar- og 

erfðafræðilega eiginleika. Á tíunda áratugnum varð viðurkennt á meðal örveru 

flokkunarfræðinga að tegundir dreifkjörnunga ætti að flokka eftir greiningu og samanburð á 

eins mörgum breytum og mögulegt er, sameina svipgerðar og erfðaeinkenni í það sem nefnt 

hefur verið „fjölfasa flokkunarfræði“ (Vandamme o.fl., 1996).  

1.2.3. Að lýsa nýrri tegund dreifkjörnunga 

 

Á mörgum rannsóknarstofum er fyrsta skrefið í lýsingu bakteríutegunda að raðgreina 16S 

rRNA genið. Ef eitthvað bendir til þess að stofninn gæti staðið fyrir nýja tegund þarf að lýsa 

honum á eins yfirgripsmikinn hátt og mögulegt er. Til þess að gefa leiðbeiningar við þessari 

flóknu aðferð eru reglulega gefnar út minnisgreinar í tímaritinu International Journal of 

Systematic and Evolutionary Microbiology (IJSEM, http://ijs.sgmjournals.org) en það er eitt 

helsta tímarit flokkunnarfræðinnar. Nýjasta minnisgreinin ber nafnið „Notes on the 

characterization of prokaryotic strains for taxonomic purposes“ (Tindall o.fl., 2010). Þessi 

minnisgrein tekur á núverandi aðferðum og skýrir frá því hvernig þessum aðferðum skal beitt 

á heildrænan hátt. Greinin tekur yfir erfðafræði- og svipgerðaraðferðir og gefin eru skýr dæmi 

um það síðara þar sem þekking og reynsla á „hefðbundnum“ svipgerðaraðferðum fer 

minnkandi með tímanum. 

Lýsingum á nýjum tegundum dreifkjörnunga, sem birtar eru í tímaritinu IJSEM  fer fjölgandi 

og á meðal þeirra eru lýsingar sem byggja aðeins á einum eða fáum stofnum (færri en fimm). 

Ekki er það talin vera góð flokkunarfræði þar sem lýsingar sem byggja á einum stofni geta 

verið óáreiðanlegar og góðar ástæður fyrir því hvers vegna flokkunarfræðirannsóknir ættu að 

fara fram á mörgum stofnum hafa verið birtar (Trüper og Schleifer, 1992). Á þessum 

forsendum mæltu Christensen o.fl. (2001) með því að Recommendation 30b í International 

Code of Nomenclature of Bacteria (the Bacteriological Code; Lapage o.fl., 1992) yrði breytt í: 

„Lýsingar skulu byggja á eins mörgum stofnum og hægt er (a.m.k. fimm), af mismunandi 

uppruna m.t.t. jarðfræði og vistfræði til þess að hægt sé að lýsa þeim vel bæði svipgerðar- og 

erfðafræðilega, til að staðfesta miðsvæðið (þaðan sem viðmiðunarstofninn gæti verið valinn) 

og umfang hópsins sem á að nefna. Að auki eiga samanburðartilraunir að fara fram með 

viðmiðunarstofnum sem standa fyrir skyldustu tegundir og/eða ættkvíslir til þess að gefa 

lýsingu í nægjanlegum smáatriðum sem greina á milli þeirra“. Þá hvatti ad hoc nefndin 

örverufræðinga til þess að byggja tegundalýsingar á fleiri stofnum en einum (Stackebrandt 

o.fl., 2002). 
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Felis og Dellaglio (2007) skrifuðu grein þar sem þeir mæltu með því að ef nýrri tegund (eða 

ættkvísl) er lýst með einum stofni verði það gefið til kynna í nafninu (species proponenda). 

Þeir benda á þá staðreynd að erfitt sé að hafna þeim lýsingum sem byggðar eru á einum eða 

fáum stofnum eingöngu á þeirri forsendu að fáir stofnar séu í lýsingunni (ef flokkunar-

fræðilega lýsingin er góð á annað borð). Einnig benda þeir á að sumar bakteríutegundir séu 

aðlagaðar að ákveðnum umhverfiskimum (e. niche) og þess vegna sé einangrun úr 

mismunandi vistkerfum og/eða mismunandi jarðfræðilegu ógerleg. 

1.3. Aðferðir til að greina á milli örverutegunda 
 

Í dag eru flestir flokkunarfræðingar dreifkjörnunga sammála um að áreiðanleg flokkun getur 

aðeins orðið með rannsókn á innri fjölbreytileika hóps með mörgum aðferðum sem venjulega 

er kallað „fjölfasa nálgun“ (e. polyphasic approach) (Vandamme o.fl., 1996). Þessi nálgun 

gefur til kynna að tvær tegundir upplýsinga verði að rannsaka eins nákvæmlega og mögulegt 

er: erfðafræðilegar upplýsingar og svipgerðareiginleika.  

1.3.1. Svipgerðarprófanir 

 

Svipgerðin er sjáanleg tjáning arfgerðarinnar. Einn ókostur við það að greina svipgerðir er sá 

að mögulega er hluti erfðafræðiupplýsinga tegundarinnar aldrei tjáður vegna þess að tjáning 

gena er oft beint tengd við umhverfisaðstæður (t.d. vaxtarskilyrði á rannsóknarstofunni). 

Svipgerð dreifkjörnunga er aldrei hægt að byggja á einfaldri skoðun lífverunnar vegna þess að 

dreifkjörnungar hafa ekki flókna útlitslega þætti. Hefðbundnir svipgerðareiginleikar baktería 

samanstanda af formfræðilegum, lífeðlisfræðilegum og lífefnafræðilegum einkennum. Hvert 

um sig hafa mörg af þessum einkennum sýnt að þau séu ónóg sem breytur fyrir erfðafræðileg 

tengls, en sem heild veita þau lýsandi upplýsingar sem gera okkur kleift að þekkja tegundir, 

ættkvíslir eða ættir (mynd 2). Formfræði bakteríu inniheldur bæði frumu- (lögun, gró, svipur, 

frymiskorn, Gram litun o.fl.) og kólóníueinkenni (litur, þéttni, lögun o.fl.). Lífeðlis- og 

lífefnafræðilegir eiginleikar innihalda gögn um vöxt við mismunandi hitastig, pH gildi, 

saltstyrk eða andrúmslofsaðstæður (t.d. loftháðar/loftóháðar/loftfælnar), vöxt í viðveru ýmissa 

efna eins og sýklalyfja, og gögn um viðveru eða virkni ýmissa ensíma, breytingu á efnum 

o.s.frv. (Vandamme o.fl., 1996). Ásamt þessum aðferðum fellur efnaflokkunarfræði (e. 

chemotaxonomy) einnig undir svipgerðarpróf. Í efnaflokkunarfræði er unnið með flokka 

ákveðinna efna frumunnar, sérstaklega amínósýrur, lípíð, prótein og sykrur, sem eiga að sýna 

góð einkenni fyrir flokkun og staðfestingu tegunda eða ættkvísla. Það er samt sem áður 
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mikilvægt að vera viss um að breytileikinn, sem sést á efnafræðilegum samsetningum, sé 

afleiðing af erfðafræðilegum mun en ekki vegna misræmis í ræktunaraðstæðum. Þess vegna er 

mikilvægt að ræktunin fari fram undir mjög stöðluðum ræktunaraðstæðum áður en 

samanburður á efnaflokkum fer fram.  

Nokkrar efnaflokkunaraðferðir er í vaxandi mæli verið að nota í hefðbundinni flokkunarfræði 

dreifkjörnunga, t.d. samsetning frumuveggja, lípíð, pólýamín, sermisgreiningu, 

próteinrafdrátt, lípópólýsakkaríðrafdrátt o.fl. sem greinandi aðferðir sem rannsaka 

efnafræðilega samsetningu bakteríufrumu (Rosselló-Mora og Amann, 2001).  

 

Mikilvægt er að stofnar sem valdir eru í svipgerðarprófanir standi fyrir þekktan fjölbreytileika 

og umhverfi hópsins sem verið er að rannsaka (þegar það er mögulegt). Þá þarf að huga að því 

að nota bæði nýja stofna og viðmiðunarstofna til samanburðar. Einnig er mikilvægt að 

flokkunin sé byggð á mörgum einkennum á breiðu svipgerðarsviði. Margar aðferðir eru til 

sem reikna líkingu og til að raða stofnum í samræmi við þessar líkingar, það kallast töluleg 

flokkunarfræði. Með því að nota margar aðferðir í gagna-söfnunina geta niðurstöðurnar leitt í 

ljós mikinn fjölbreytileika. 

1.3.2. G+C hlutfall í DNA örvera 

 

Upphafleg gerð DNA kemur frá línulegri röð af fjórum bösum, adenine (A), thymine (T), 

guanine (G) og cytosine (C) og þessi röð ákvarðar erfðafræðilegar upplýsingar erfðamengis 

lífveru. Vegna tveggja þátta eðli DNA bæta þættirnir hvorn annan upp með basapörunum G-C 

og A-T þar sem tengið á milli G og C er sterkara en á milli A og T. Hlutfall G/C og A/T helst 

venjulega stöðugt við 1 en hlutfallslegt hlutfall (e. relative ratio) [G+C]/[A+T] er mismunandi 

á milli erfðamengja. Grunnhlutfalli DNA sameinda er venjulega lýst sem hlutfallslegu magni 

parsins G+C, og er venjulega kallað G+C innihald eða G+C mól%. DNA basa hlutfall er 

reiknað í prósentum af G+C: [G+C]/[A+T+C+T] ∙ 100. Þetta var fyrsta kjarnsýru aðferðin 

sem tekin var inn í flokkunarfræði dreifkjörnunga  og var upphaflega mjög nothæf og 

hefðbundin leið til þess að skilja á milli stofna ef svipgerðareiginleikar voru líkir en arfgerðin 

ólík. G+C mól% er eitt af erfðafræðilegum einkennum sem mælt er með að komi fram við 

lýsingu tegunda og ættkvísla (Rosselló-Mora og Amann, 2001).  

Á meðal dreifkjörnunga er G+C innihaldið á milli 20 og 80 mól%. Því meiri munur á milli 

tveggja lífvera, þeim mun óskyldari eru þær. Fræðilega, ef DNA sameindir með mismun yfir 

20-30 mól% hafa þær nánast engar raðir sameiginlegar. Sýnt hefur verið fram á það að 

lífverur sem hafa mismun yfir 10 mól% tilheyra ekki sömu ættkvísl og að  5 mól% sé algengt 
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svið innan tegundar. Á meðan skýrar línur hafa ekki verið settar fyrir breytileikasviðið eru 

gildi hærri en 15 mól% tekin sem sterkar vísbendingar um misleitni innan ættkvíslar 

(Goodfellow o.fl., 1997). Samt sem áður þarf að hafa það í huga að þó að munurinn á mól% 

sé nothæfur við að greina í tegundir eða ættkvíslir (mynd 2) gefur svipuð basasamsetning ekki 

endilega til kynna að um skyldleika sé að ræða. Greiningu á G+C mól% má því aðeins nota 

eina og sér með því að hafna skyldleika (Rosselló-Mora og Amann, 2001).  

1.3.3. DNA-DNA þáttapörun 

 

Síðan á áttunda áratugnum hefur hornsteinn rannsókna á arfgerðareiginleikum verið mæling á 

genasamsvörun stofna þar sem athugað er hvort erfðamengin þáttist við staðalaðstæður 

(DNA-DNA þáttapörun). Með þessari aðferð er samsvörun gena innihalds og samsvörun basa 

í sameiginlegum genum mæld og þar með skyldleiki erfðamengjanna (mynd 2). Fyrir tíma 

upplýsinga úr DNA-raðgreiningum veitti DNA-DNA þáttapörun staðal til þess að greina og 

flokka dreifkjörnunga sem vantaði vel skilgreinda formfræði- eða svipgerðareiginleika.  

 

Séreinkenni DNA sameindarinnar er getan til þess að endurtengjast eða þáttast. Þegar DNA 

þræðirnir eru eðlissviptir er hægt, við rétt skilyrði, að endurtengja þræðina til að endurbyggja 

upprunalegu tvíþátta bygginguna. Við sérstakar aðstæður getur DNA úr mismunandi lífverum 

endurtengst en það veltur á líkingu basaraða þeirra (Stackebrandt og Goebel, 1994). Til eru 

nokkrar aðferðir við að mæla DNA-DNA þáttapörun, en allar byggja þær á sömu 

meginreglunni. DNA tveggja ólíkra lífvera (tegunda) er blandað saman og eðlissvipt þar til 

komin er blönduð lausn af eins-þráða DNA sameindum. Endurtenging þráðanna er svo gerð 

við sérstakar aðstæður. Eftir því sem lífverurnar eru skyldari, því fleiri basaraðir hafa þær 

sameiginlegar og því fleiri þáttaparanir verða.  

Tvær megin breytur eru notaðar til að mæla skyldleika: hlutfall tenginga (the relative binding 

ration (RBR)) og mismunurinn á miðpunkti varmaeðlissviptingar (the difference in thermal 

denaturation midpoint (ΔTm)). Þó að báðar breytur komi úr ákvörðun á mismunandi þætti eru 

þær tengdar og geta hvor um sig verið notaðar í afmörkun tegunda. Byggt á fjölda rannsókna 

á vel skilgreindum dreifkjörnungategundum er mælt með því að gildi yfir 70% RBR og 5°C 

eða lægra ΔTm séu skynsamleg mörk fyrir skilgreiningu tegundar (Wayne o.fl., 1987). 

Á tímum heilraðgreiningar virðist vera sem DNA-DNA þáttapörunar aðferðin sé á 

undanhaldi. Gallar við DNA-DNA þáttapörun eru helst þeir að aðferðin tekur langan tíma, 

það þarf tiltölulega mikið magn af DNA og hún er óhentug fyrir fljótvirka greiningu dreif-

kjörnunga. Það hefur einnig verið ógerlegt að gera DNA-DNA þáttapörun fyrir greiningu 
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dreifkjörnunga sem eru óræktanlegir í dag. Mikilvægara er þó að greining með DNA-DNA 

þáttapörun þarfnast samanburðar á tveimur erfðamengjum dreifkjörnunga og ekki er hægt að 

greina einstaka stofna og bera þá saman við gagnabanka (Gevers o.fl., 2005). 

Mikill fjöldi eðlisefnafræðilegra breyta, erfðamengjastærð, hlutfall stórra plasmíða, DNA 

hreinleiki o.fl. eru m.a. þættir sem trufla þáttapörunarniðurstöður. Munur á gildum getur verið 

allt að 15% vegna þessa. Þrátt fyrir þessi vandamál eru þó nokkrir kostir við DNA-DNA 

þáttapörun þar sem hún getur átt við alla ræktanlega dreifkjörnunga án tillits til vaxtarskilyrða 

þeirra. Þessi greining gefur samræmdar mælingar fyrir flokkun bakteríutegunda og með henni 

er hægt að greina óþekkta stofna (Goodfellow o.fl., 1997). 

1.3.4. Aðferðir sem greina stofna innan tegunda (typing aðferðir) 

 

DNA-byggðar typing aðferðir (einnig kallað DNA fingraför) gefa venjulega til kynna 

fjölbreytileika innan tegunda, m.a. undirflokkun innan tegunda í fjölda ólíka flokka (mynd 2). 

Þær eru viðbót sem styðja svipgerðar greiningar sem reyna að sýna fjölbreytileikann í 

skyldum lífverum (Vandamme o.fl., 1996). Árið 1999 skrifuðu Olive og Bean yfirlitsgrein um 

þessar aðferðir þar sem farið var yfir meginatriði aðferðanna, greiningarhæfni þeirra, kostnað 

við að framkvæma þær o.fl. Sem dæmi um aðferðir má nefna: 

PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis) er rafdráttaraðferð sem getur aðskilið stóra (30-800 

kb) DNA búta. Sérstakur PFGE í gagnagrunnur er til þar sem auðvelt er að bera saman stofna 

(http://www.cdc.gov/pulsenet/index.htm). Einn helsti galli PFGE er hve tímafrek aðferðin er, 

en það getur tekið 2-3 daga að fara í gegnum alla aðferðina auk þess sem aðferðin er mjög 

stöðluð og mismunandi niðurstöður geta komið fram á milli rannsóknarstofa. 

RFLP (Restriction fragment length polymorphism) er hefðbundin southern blot aðferð sem 

hefur verið aðlöguð að aðgreiningu bakteríustofna þar sem staðsetning skerðiseta í sérstöku 

sæti eru mismunandi á milli stofna. Niðurstöðurnar sýna gelbönd af mismunandi stærðum á 

milli ólíkra stofna. Aðferðin hefur verið notuð til þess að flokka nokkrar tegundir í 

undirtegundir en hefur ekki eins mikla greiningarhæfni og PFGE. 

RAPD (Random amplified polymorphic DNA) greining er einnig þekkt sem arbitrary primed 

PCR (AP-PCR). Hún byggir á notkun á stuttum handahófskenndum vísum, 9-10 basa löngum, 

sem festast nógu vel við DNA röð til þess að þeir geti verið notaðir til að hefja mögnun svæða 

bakteríuerfðamengisins. Ef tveir RAPD prímerar festast innan fárra kílóbasa frá hvor öðrum 

sést fjarlægðin í PCR afurðinni. Fjöldi og staðsetning þessara handahófskenndu prímera er 
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breytileg á milli stofna innan bakteríutegundar. Rannsóknir hafa sýnt að RAPD hafi meiri 

greiningarhæfni en RFLP en gallinn við aðferðina er hve erfitt reynist að endurtaka tilraunir 

og fá sömu niðurstöður.  

AFLP (Amplified fragment length polymorphism) greining byggir á valmögnun á sérstökum 

DNA bútum sem fengnir eru með meltingu DNA-sins með skerðiensímum. Upphaflega var 

aðferðin notuð við greiningu á erfðamengjum plantna en er nú í miklum mæli notuð fyrir 

bakteríur. Sýnt hefur verið fram á að aðferðina er hægt að endurtaka með góðum árangri og 

hún hefur góða greiningarhæfni. Þessi aðferð er því góður kostur þegar greina á nýja 

bakteríustofna og hefur mikið verið notuð til greiningar á stofnum Vibrio tegunda (Thompson 

o.fl., 2001). 

MLST (Multi-locus sequence typing) er ný erfðafræðileg aðferð við að greina tegundir 

dreifkjörnunga, stundum kölluð multi-locus sequence analysis (MLSA). Aðferðin er 

þróunarfræðilega byggð á breytileika samsætra gena nokkurra prótein kóðandi  

nauðþurftragena (e. housekeeping genes), oftast 6-10 í heildina. Nauðþurftargen eru tjáð til 

þess að viðhalda eðlilegri virkni frumu. Sem slík eru þau talin framleiða lágmarks afrit sem 

nauðsynleg eru fyrir  lífeðlisfræðilega þætti frumunnar (Butte o.fl., 2001). Þar sem 

greiningarhæfni raðgreiningar á 16S rRNA geni einu og sér er ekki nógu góð á tegundastiginu 

er vonast til þess að raðgreining á nauðþurftargenum til viðbótar við 16S rRNA gen nái þeirri 

greiningarhæfni. Einn helsti galli MLST er valið á nauðþurftargenum og vísum, en 

mismunandi flokkar lífvera innihalda mismunandi sett nauðþurftargena. Til að koma til móts 

við þennan galla var sett upp heimasíða (http://www.mlst.net/ eða http://pubmlst.org) þar sem 

upplýsingar um þessa aðferð koma fram. Þar er að finna gagnasafn sem geymir upplýsingar 

um nauðþurftargen (og vísa) úr mörgum tegundum dreifkjörnunga. 

Aðferð                       Stofn                 Tegund               Ættkvísl                 Ætt 

DNA-typing 
    

DNA-DNA þáttapörun 
    

G+C mól% 
    

Svipgerðarpróf 
    

rRNA gena raðgreining 
    

DNA heilraðgreining 
 

   

 

Mynd 2 Greiningarhæfni mismunandi aðferða (mynd tekin og aðlöguð úr Waasbergen, 2004) 
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1.3.5. Raðgreining 

 

Á síðustu 35 árum hefur þróun tækjabúnaðar sem notaður er til raðgreiningar á DNA valdið 

byltingu í flokkunarfræði dreifkjörnunga. Niðurstöður úr rannsóknum hafa sýnt að  ríbósómal 

RNA gen séu mjög varðveitt vegna mikilvægs hlutverks ríbósóma við nýmyndun próteina. 

rRNA eru sameindir með almennt og stöðugt hlutverk sem kom fram á fyrri stigum þróunar 

og verða ekki fyrir áhrifum ef breytingar verða í umhverfi lífverunnar. Þess vegna og vegna 

þess að þetta eru stórar sameindir sem innihalda töluverðar erfðafræðilegar upplýsingar hafa 

þær verið valdar sem sameindaerfðafræðilegur grunnur fyrir athuganir á þróunarfræðilegum 

tengslum a.m.k. í heimi dreifkjörnunga (Rosselló-Mora og Amann, 2001).  

Raðgreining á 16S rRNA geninu er ein mest notaða aðferðin þegar lýsa á nýrri 

dreifkjörnungategund (Tindall o.fl., 2010). Stórir gagnagrunnar með 16S rRNA genaröðum 

eru aðgengilegir í gagnabönkum á internetinu og því er auðvelt að bera stofna saman við 

viðmiðunarstofna í gagnagrunnunum (http://www.ncbi.nlm.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). Raðgreining á 16S rRNA geni nægir ekki ein og sér til þess að 

lýsa tegund (mynd 2), en getur gefið fyrstu vísbendingu um að ný tegund hafi verið einangruð 

(ef röðin hefur minna en 97% samsvörun við skyldustu tegund). Ef samsvörunin er meiri en 

97% þarf að beita öðrum aðferðum, eins og t.d. DNA-DNA þáttapörun eða erfðafræðilegum 

aðferðum með meiri greiningarhæfni. Einnig þarf ávallt að vera samhengi á milli 

raðgreiningar og svipgerðarprófana (Tindall o.fl., 2010). Þeir Stackebrandt og Goebel (1994) 

settu mörkin á milli raðgreiningar á 16S rRNA geni (97%) og DNA-DNA þáttapörunar 

(70%). Árið 2006 birtu þeir Stackebrandt og Ebers endurskoðuð mörk eftir að hafa farið í 

gegnum allar greinar sem birtar voru í IJSEM tölublaði 55. Frekar en 97% mæla þeir nú með 

því að þröskuldur líkingar úr 16S rRNA raðgreiningu sé 98,7-99% sem viðmið um það 

hvenær gera eigi DNA-DNA þáttapörun fyrir lýsingu á nýrri tegund. Grafið sem þeir greina 

frá (mynd 3) sýnir 380 gagna punkta sem allir fengust með þáttapörunaraðferðum á þeim 

tegundum sem standa fyrir flestar fylkingar dreifkjörnunga. Aðeins tvær rannsóknir á þremur 

stofnapörum sýndu að samsvörun undir 99% í 16S rRNA raðgreiningu er samsvarandi við 

DNA-DNA þáttapörun yfir 70%.  



20 

 

 

Mynd 3 Samanburður á 16S rRNA líkingar gildum og DNA-DNA þáttapörunargildum. Mismunandi 

litir punktanna tákna mismunandi aðferðir við greiningu. Örvarnar benda á staðsetningu in silico-

endurreiknaðra 16S rRNA genaraða. Bleika línan sýnir mörk sem sett voru árið 1994 en bláu línurnar 

sýna mörk sem sett voru árið 2006 og mælt er með að nota í dag. Aðeins gildi fyrir ofan 96% 

samsvörun 16S rRNA gena eru sýnd (mynd tekin og aðlöguð úr Stackebrandt og Ebers, 2006). 
 

1.4. Framtíðarhorfur í tegundagreiningu 
 

„Hæfni til að greina bakteríu er spurning um tíma; hún ætti að vera eins full af nútíma 

aðferðum og mögulegt er. Því miður, er það sem talið er nóg í dag líklega algerlega 

ófullnægjandi eftir 10 ár!“ (Cowan, 1965). Þessi fullyrðing lýsir þróunarhraðanum í 

flokkunafræði dreifkjörnunga árið 1965 en á jafn vel við í nútímanum.  

Fjöldi lýsinga á nýjum tegundum og nýjum ættkvíslum sem birtar eru í tímaritinu IJSEM fer 

vaxandi og búast má við að sú stefna haldi áfram um ókomin ár. Gríðarlegur fjölbreytileiki á 

meðal dreifkjarna lífvera hefur fundist og þessar lífverur hafa verið eingangraður úr ýmsum 

umhverfisaðstæðum. Yfirgripsmikil lýsing á stofni er lykilþáttur í flokkunarfræði 

dreifkjörnunga en á síðustu áratugum hafa aðferðum sem notaðar eru við lýsingu á dreifkjarna 

lífverum fjölgað heilmikið. Stefnan virðist liggja í átt að erfðafræðilegri flokkun en 

upplýsingar um svipgerð verða áfram ómissandi í flokkunarfræði dreifkjörnunga.  

 

Frá því að Tomb o.fl. (1997) heilraðgreindu Helicobacter pylori hefur fjöldi heilraðgreindra 

erfðamengja aukist gríðarlega (mynd 4). 
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Mynd 4 Súluritið sýnir fjölda heilraðgreindra erfðamengja frá árinu 1995 til 2009 (mynd tekin og 

aðlöguð af www.genomesonline.org). 

 

GOLD (Genomes Online Database) er internet gagnagrunnur þar sem hægt er að komast í 

yfirgripsmikinn aðgang að upplýsingum sem tengjast fullkláruðum og yfirstandandi 

verkefnum á heilraðgreiningu erfðamengja, ásamt metagenomes og metadata um allan heim 

(http://genomesonline.org). Í október 2009 kom tilkynning þess efnis að tegund númer 1000 

hafi verið heilraðgreind og í mars 2011 var svo aftur tilkynnt að verkefnin hjá GOLD sem 

tengjast heilraðgreiningu erfðamengja væru orðin 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.nlm.nih.gov/genbank), sem eru allir hluti af International Nucleotide 

Sequence Database Collaboration (http://www.insdc.org) en enginn gagnagrunnur virðist 

innihalda allar tegundir sem heilraðgreindar hafa verið (Lagesen o.fl., 2010). Því er þörf á 

gagnagrunni þar sem hægt er að nálgast daglega uppfærðar upplýsingar um raðgreiningar 

erfðamengja. Upplýsingarnar sem fást úr heilraðgreiningu erfðamengja eru áhugaverð viðbót 

við þær sem nú þegar teljast „hefðbundnar“ en rannsóknir hafa sýnt að erfðamengi geta verið 

mjög breytileg á milli stofna sem tilheyra sömu tegundinni (Tettelin o.fl., 2005). Með þessum 

upplýsingum kom hugtakið al-erfðamengi (e. pan-genome) fram. Al-erfðamengi tegundar 

samanstendur af „kjarna-erfðamengi“ (e. core-genome) sem inniheldur gen sem eru í öllum 

stofnum tegundarinnar og „auka-erfðamengi“ (e. dispensable genome) sem inniheldur gen 

■ Í genabönkum 
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sem eru í tveimur eða fleiri stofnum og gen sem eru einstök í stofnum tegundarinnar. Auka-

erfðamengið er talið vera mikilvægt vegna þess að þar virðist uppspretta erfðafræðilegs 

breytileika í bakteríusamfélögum vera. Breytileikinn er tilkominn vegna genafærslu sem leyfir 

undirsamfélögum baktería að aðlagast sérstökum umhverfiskimum. 

Fjöldi einstakra gena er gríðarlegur og því er al-erfðamengi bakteríutegundar stærra en eitt 

erfðamengi (Medini, D., 2005). Margar nýlegar rannsóknir á bakteríutegundum byggja á al-

erfðamengi þeirra (Donati o.fl., 2010; Deng o.fl., 2010; Fischer o.fl., 2010; Sahl o.fl., 2011) 

og því er líklegt að gerðar verði heilmiklar uppgötvanir á tegundum í framtíðinni sem ekki 

finnast með hefðbundnum aðferðum, ekki síður vegna tilkomu nýs forrits, Panseq, sem raðar 

erfðamengjaröðum saman í al-erfðamengi (Laing o.fl., 2010). 

 

Önnur ný og spennandi aðferð við að bera saman stofna innan tegundar hefur verið notuð en 

hún nefnist sjónræn kortlagning (e. optical mapping, http://www.opgen.com). Schwan o.fl. 

(2010) voru líklega fyrstir til þess að nota þessa aðferð til þess að flokka bakteríur þegar þeir 

greindu þvagfærasýkjandi E.coli stofna í mismunandi undirhópa. Aðrir hafa notað sjónræna 

kortlagningu til þess að kortleggja erfðamengi (Chen o.fl., 2006; Kotewicz o.fl., 2007 og 

2008). Aðferðin gengur út á að fá skipulögð, heilla erfðamengja, skerðikort úr einni DNA 

sameind (mynd 5). Niðurstöðurnar gefa yfirgripsmiklar upplýsingar um erfðafræðilega 

uppbyggingu stofna. 

 

 

Mynd 5 Sýnishorn af niðurstöðum úr sjónrænni kortlagningu. Sérstakt MapCode
TM

 mynstur sést þar 

sem lóðréttar línur standa fyrir staðsetningu skerðiseta og fjarlægðin á milli lína sýnir stærð bútanna 

(mynd tekin af http://www.opgen.com). 

 

Greining baktería með Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight (MALDI-

TOF) massagreini var kynnt fyrir meira en þrjátíu árum (Anhalt og Fenselau, 1975) en aðeins 

nýlega hefur hún verið notuð sem fljótvirk, ódýr og nokkuð nákvæm aðferð við greiningu 

bakteríustofna, sérstaklega á klínískum rannsóknarstofum (Seng o.fl., 2009). MALDI-TOF 

massagreinir getur greint próteingerð bakteríufrumu beint af yfirborði hennar. Jónir eru 

aðgreindar eftir mólmassa þeirra og hleðslu og bakteríur eru greindar eftir hlutfalli mólmassa 

og hleðslu (mass/charge ratio, m/z). Aðferðin tekur aðeins nokkrar mínútur og úr henni fást 

500 – 11.000 m/z toppar. Hver toppur stendur fyrir sameindabút sem losnar frá 

frumuyfirborðinu á meðan laser desorption fer fram. Galli á aðferðinni hefur hindrað 
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flokkunarfræðinga í að nota hana við greiningu bakteríutegunda en of margar sameindir sem 

greindar eru í massagreininum eru breytilegar eftir vaxtarskilyrðum bakteríunnar (t.d. æti og 

ræktunartíma). Unnið er að lausn á þessu vandamáli, fyrst með gagnabanka sem inniheldur 

fjöldan allan af toppum fyrir hvern viðmiðunarstofn, en einnig með greiningu á sérstökum 

tegunda-toppum sem hægt væri að leita eftir þegar stofn er greindur (Nassif, 2009). Ýmislegt 

þarf að laga til þess að gera þessa aðferð nákvæmari en ef það tekst er hér komin góð viðbót í 

þá flóru aðferða sem greina bakteríutegundir. 

 

Ein nýjasta aðferð tegundagreiningar nefnist ANI (average nucleotide identity) (Richter og 

Rosselló-Móra, 2009). Þetta er aðferð sem höfundar vilja meina að taki við af  DNA-DNA 

þáttapörun að skilgreina tegundir dreifkjörnunga. Til þess að reikna út meðaltal af 

basasamsvörun tveggja lífvera þarf að hafa a.m.k. 20% af raðgreindum erfðamengjum, helst 

50% en heilraðgreining á erfðamengjum lífveranna hentar best. ANI gildi upp á 95-96% á að 

vera samsvarandi hefðbundna 70% DNA-DNA þáttapörunargildinu. Nú þegar hafa þó nokkrir 

vísindamenn birt niðurstöður sem byggðar eru á ANI gildum (Hall o.fl., 2009; Haley o.fl., 

2010; Campbell o.fl., 2011). Forvitnilegt verður að fylgjast með í framtíðinni hvort þessi 

aðferð nái að festa sig í sessi, sérstaklega með auknum fjölda heilraðgreindra erfðamengja. 

 

Greinilegt er af öllum þessum nýju aðferðum að spennandi tímar eru framundan í greiningu 

tegunda dreifkjörnunga. Hugsanlegt er að uppstokkun verði á því flokkunarfræðikerfi sem nú 

þegar hefur fest sig í sessi. Margar tegundir eru ranglega flokkaðar og þegar heilraðgreining 

erfðamengja verður aðgengileg fleirum er líklegt að einhverjar endurflokkanir eigi sér stað. 

Þróun nýrra aðferða og tækjabúnaðar hefur verið mjög hröð á undanförnum áratugum og 

spurning hvenær komið er að stöðufasa í þeim málum. Er hægt að bæta fleiri aðferðum við 

tegundagreiningar þegar öll þekkt erfðamengi hafa verið raðgreind að fullu? Þetta er spurning 

sem aðeins flokkunarfræðingar framtíðarinnar geta svarað. 
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1.5. Markmið rannsóknarinnar 
 

Aðalmarkmið rannsóknarinnar var að flokka og greina um 200 stofna sem einangraðir höfðu 

verið af fiskum og úr sjó við Íslandsmið og athuga hvort nýjar tegundir væri að finna í 

stofnasafninu. Til þess þurfti að setja upp tvær aðferðir, athugun á G+C mól% og AFLP, sem 

ekki höfðu verið gerðar hér á landi áður. 

Til þess að aðalmarkmiði yrði náð voru nokkur undirmarkmið sett: 

 Að greina stofnasafnið í tegundir með AFLP aðferð. 

 Að greina nokkra valda stofna til ættkvísla með raðgreiningu á 16S rRNA geni þeirra. 

 Að athuga G+C mól% nokkurra valdra stofna. 

 Að finna mögulega nýjar tegundir í stofnasafninu og lýsa a.m.k. einni nýrri tegund. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

2. Efni og aðferðir 

2.1. Bakteríustofnar og vaxtarskilyrði  

2.1.1. Bakteríustofnar 

 

Bakteríustofnarnir sem til rannsóknar voru, voru einangraðir á árunum 1992 – 1993 á 

Líffræðistofnun Háskólans. Stofnar merktir F voru einangraðir úr þorski, ýsu, lýsu, hrognkelsi 

og laxi, af roði, tálknum, úr þörmum og þarmainnihaldi.  Fiskarnir voru heilbrigðir og allir 

nema laxinn veiddir á Faxaflóa.  Laxinn fékkst í eldisstöð (Íslandslax).  Stofnar merktir V 

voru einangraðir úr sjó eða ísöltu vatni í fiskeldisstöð, sjávarsýnin voru tekin á  Faxaflóa stutt 

frá ströndinni eða tekin lengra úti á sjó af hafrannsóknarskipi.  Öll sýnin voru tekin 

samdægurs til ræktunar nema þau sem tekin voru á hafrannsóknarskipinu, en þau voru upp í 

nokkurra daga gömul.  Stofnarnir höfðu verið settir í greiningarpróf samkvæmt 

Benediktsdóttir o.fl. (1998) (sjá viðauka B). 

Eftirfarandi viðmiðunarstofnar voru notaðir í rannsókninni:  Moritella marina NCIMB 1144
T
  

(ATCC 15381), Aliivibrio  logei NCIMB 1143 (ATCC 15382) and Aliiv. logei NCIMB 2252
T
 

(ATCC 29985), V. anguillarum NCIMB 6, V. splendidus NCIMB 1
T
, Photobacterium 

phosphoreum NCIMB 1282
T
  og Ph. phosphoreum NCIMB 844 fengust frá National 

Collections of Industrial and Marine Bacteria Ltd í Skotlandi.  Shewanella hanedai DSMZ 

6066
T
 fékkst frá Deutsche Sammlung  von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH in 

Braunschweig, Þýskalandi. V. crassostreae, CAIM 1405
T
 (LMG 22240), V. gallaecicus, 

CECT 7244
T
,  V. gigantis, CAIM 25

T
  (LMG 22741

T
) og V. pomeroyi, CAIM 578

T
 (LMG 

20537) voru gjöf frá Dr. J. Romalde, Santiago De Compostela. Departamento de 

microbioloxia, University of Santiago de Compostela. Moritella viscosa VI 478/88
T
 og M. 

japonica JCM 10249
T
 fengust gefins frá Dr. E. Myhr og Dr. D. Colquhoun, National 

Veterinary Institute í Oslo, Noregi.  Photobacterium iliopiscarium PS1
T
 var gjöf frá Dr. J. 

Swings, University of Ghent, Belgíu. 

2.1.2. Vaxtarskilyrði og æti 

 

Allir stofnar, í öllum rannsóknum, voru ræktaðir í Marine Broth (MB, Difco 2216) en fyrir 

fast æti var MB notað með því að bæta við 1,5% agar (Agar No. 1, Oxoid LP0011).  Hitastig 

ræktunna var breytilegt frá 10°C - 20°C nema þegar hitastigsprófanir voru gerðar, þá var 

hitastigsbilið frá 0°C – 37°C. Tími ræktunna var einnig breytilegur eftir því hvaða hitastig var 

notað og hvort bakteríum var sáð í vökvaæti eða á fast æti. Hreinleikapróf voru gerð á 
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blóðagar með viðbættu salti (Tryptic Soy Agar (Oxoid CN0131), 1.5% NaCl og 5% 

hestablóð). Allir stofnar voru geymdir á MB agar skálum við 4°C, og þeim var hreinstrikað 

einu sinni á ári til að halda þeim lifandi.  

2.2 Svipgerðarpróf 
 

Lægsta og hæsta vaxtarhitastig var kannað (frá 0-37°C). Stofnarnir voru hafðir í 3 vikur við 

0°C, eða þar til stöðufasa var náð. Við hærri hitastig (4-37°C) var ræktunartíminn frá 24-120 

klst. Minnsta og mesta saltþörf var könnuð en eftirfarandi saltstyrkir voru prófaðir: 1, 2, 4, 5 

og 7% NaCl. Við prófanir á saltþörf fór ræktun fram við 15°C í 48 – 96 klst. 

2.3 DNA einangrun 
 

Ýmsar aðferðir voru notaðar við DNA einangrun eftir mismunandi greiningu á því. Fyrir 

athugun á G+C mól% þurfti mikið magn af DNA og varð phenól einangrun fyrir valinu því 

með henni kemur mikið magn af tiltölulega hreinu DNA úr lífmassa. Fyrir AFLP voru 5 

aðferðir prófaðar. Lengst af var svokölluð „Pitcher aðferð“ notuð, upprunaleg og með ýmsum 

breytingum. Einnig voru prófuð DNA kit frá Dynabeads
®

 (Dynal ASA, Osló) og 

NucleoSpin
®

 Tissue (Macherey-Nagel) ásamt hefðbundinni phenól aðferð. Endanleg 

niðurstaða var að nota Master Pure™ DNA Purification Kit (Epicentre, Madison, WI, USA).  

Allar einangranir með kittum voru framkvæmdar samkvæmt leiðbeiningum framleiðanda 

nema Rnasi If (New England BioLabs) var notaður í NucleoSpin
®

 Tissue í stað Rnasa A. 

Styrkur DNA úr öllum aðferðum var ákvarðaður við 260 nm í Nanodrop 1000 

Spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc. Wilmington, DE 19810, USA) og var 

hreinleiki metinn með hlutfallinu 260nm/280 nm (1,8-1,9 = hreint DNA). Staðfesting og 

skoðun á DNA einangrun var gerð með rafdrætti á 1 % agarósageli. 

2.3.1. DNA einangrun með phenól aðferð 

 

Til þess að einangra DNA með phenól aðferð voru 100 ml af rækt spunnir niður (frumur 

þvegnar 1-2x) og frumur leystar upp í 4 ml af TE buffer. Þá var lausnin gerð 1% SDS og 

próteasa K lausn (1mg/ml) sett í lausnina þar til lokastyrkur var 50 μg/ml. Lausnin var þá höfð 

í 2 klst við 50°C. 4 ml af jafnvægisstilltu phenóli (Sigma) voru settir saman við lausnina og 

blandað vel í 5 mín. Lausnin var spunnin niður við 4500-5000 rpm og 4°C í  20 mín. 

Vatnsfasinn var  hirtur og meðhöndlaður tvisvar með phenóli (eða eins oft og þurfti, 2-4x) á 

saman hátt og áður. Við vatnsfasann var blandað 4 ml af lausn sem innihélt klóróform og 



27 

 

isoamylalkahól í hlutföllunum 24:1 og spunnið eins og áður. Vatnsfasinn var gerður 0,3M 

með natríum acetat og DNA fellt út með 8 ml (eða tvöföldu rúmmáli vatnsfasans) af ísköldu 

98% etanóli. Þá var DNA-ið vafið upp á kaldan, dauðhreinsaðan glerstaf, þvegið með 70% 

etanóli, látið þorna og leyst upp í 0,5 ml af TE buffer. DNA-ið var geymt við 4°C yfir nótt. Ef 

lítið var af DNA var það spunnið niður (12000 rpm og 4°C) og leyst upp í TE buffer eins og 

áður. 

Daginn eftir var 0,2 ml RNAsa lausn (50 μg/ml) bætt út í DNA lausnina og hún höfð við 37°C 

í 30-60 mín. Þá var 0,2 ml Próteasa K lausn (50 μg/ml) bætt út í DNA lausnina og hún höfð 

við 42°C í 30-60 mín. 4 ml af jafnvægisstilltu phenóli var bætt út í DNA lausnina, blandað vel 

saman og síðan spunnið eins áður. Vatnsfasinn var hirtur og 4 ml af klóróformblöndu (24:1) 

blandað vel saman við og spunnið eins og áður. Vatnsfasinn var gerður 0,3 M með natríum 

acetat og fellt út eins og áður. Í lokin var DNA-ið leyst upp í 0,5 ml TE buffer og geymt í kæli 

eða frysti eftir því sem við átti. 

2.3.2. DNA einangrun með Pitcher aðferð 

 

DNA var einangrað með Pitcher aðferð eins og áður hefur verið lýst (Pitcher o.fl., 1989). 

Frumur voru teknar af einni agarskál og leystar upp í 500 μl TE buffer. Lausnin var spunnin 

niður í 3 mín við 14500 rpm, flotinu hent og spunnið aftur niður til þess að ná öllu floti af. 

Botnfallið var þá leyst upp í 100 μl TE (pH8) og 500 μl af 8,0M GES (guanidium thiocyanate, 

EDTA og sarkosyl) blandað varlega saman við þangað til lausnin varð tær. Þetta var svo haft 

á ís í 5 mín og þá blandað saman við 250 μl af 7,5 M ammóníum acetati (ísköldu). Aftur sett á 

ís í 5 mín og þá blandað saman við 500 μl af ískaldri chloroform/isoamylalkohól lausn (24:1). 

Þetta var hrist þar til lausnin varð einsleit og mjólkurlituð. Spunnið þar til efri fasinn varð tær 

og þá teknir 700 μl af tærum efri fasanum og settir í 378 μl af köldu ísóprópanóli (eða 54% af 

því sem næst af efri fasanum). Þá var glösunum hvolft varlega í 1 mín þar til hvít útfelling 

sást. Spunnið niður í 10 mín við 7500 rpm, flotinu hent og spunnið aftur niður til þess að ná 

öllu floti af.  Þá voru settir 150 μl af 70% etanóli á botnfallið, ekki blandað og sett í stutt 

spinn. Allt flot var tekið af og þvotturinn endurtekinn 2-4x. Botnfallið var þurrkað í lofttæmi í 

nokkrar mínútur og loks leyst upp í 100 μl TE (pH8) og geymt í kæli eða frysti eftir því sem 

við á. 
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Breytt Pitcher aðferð 

Þar sem Pitcher aðferðin dugði ekki var henni breytt. Þar sem unnið var með kuldakærar 

bakteríur voru öll skilvinduskref gerð við 4°C en annars var prófað að: 

 hafa mismunandi ræktunartíma og taka mismikið af frumum. 

 bæta við RNasa If  í lokin (3U/sýni, 30 mín við 37°C). 

 bæta við RNasa If  og próteasa K (50 μg, 15 mín við 65°C) í lokin. 

 bæta við RNasa If  og próteasa K í GES . 

 bæta við próteasa K í GES og RNasa If  í lokin. 

 þynna GES í 1,6M 

 meðhöndla ræktir í formaldehýði (rækt leyst upp í 450 μl af TE og 50 μl af 35% 

formaldehýðlausn, kælt í a.m.k. 1 klst á ís). 

2.4. Ákvörðun á G+C mól% í DNA bakteríustofna 
 

Ákvörðun á G+C mól% var gerð eins og áður hefur verið lýst (Mesbah o.fl., 1989). 

Meðhöndla þurfti DNA-ið áður en HPLC keyrsla fór fram. Fyrst voru 25 μg DNA (einangrað 

með phenól aðferð) felld út með tvöföldu rúmmáli af etanóli (98-100%) og glösin sett í -20°C 

í 30 mín. Lausnin spunnin niður í 15 mín við 12.000 rpm og 4°C. Flotið var tekið af og 25 μl 

af eimuðu vatni sett á botnfallið. Glösin voru þá sett í sjóðandi vatn í 2 mín og eftir það strax í 

ísbað í 4 mín. Þá var blandað saman við 50 μl af natríum acetat buffer (30 mM, pH 5,3), 5 μl 

ZnSO4 (20 mM) og 3 μl af P1 núkleasa (1 mg/ml í Natríumacetat buffer, 340U/ml). Glösin 

voru sett í 37°C í 2 klst og þá bætt við 5 μl af glýsín buffer (0,1M) og 5 μl af alkalín fosfatasa 

(200U/m í glýsín buffer). Glösin aftur set í 37°C en nú í 6 klst. Þá var lausnin spunnin niður 

við 10-11.000 rpm í 4 mín og glösin geymd í frysti þar til HPLC keyrsla fór fram 

Áður en keyrsla fór fram með Äcta purifier HPLC tæki var súlan (NUCLEOSIL 100, C18,     

5 μm 25x0,4, SMI-LabHut, England), aðlöguð að ferðafasa. Súlan var ávallt geymd í 100% 

metanóli og því voru fyrstu keyrslur með 100% metanóli, þá 50% og 10% metanóli (u.þ.b. 30 

mín hver lausn) og loks ferðafasa (KH2PO4, TBA og metanól). Ferðafasinn var látinn ganga 

yfir nótt (0,5 ml/mín eða 60 bör) og súlan var höfð við 35°C. Hálfum til einum tíma fyrir 

keyrslu var flæðihraðinn aukinn í sama hraða og fyrir sýni (1,2 ml/mín). Bylgjulengd var stillt 

á 254 nm. Eftir keyrslu var súlan aftur aðlöguð að 100% metanóli með sömu lausnum og áður 

nema nú í öfugri röð. Flatarmál undir toppum sem stóðu fyrir basa G og T var notað við 
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útreikninga á G+C mól% og stofnarnir Calf thymus og Lambda (Sigma) voru notaðir sem 

viðmið.  

2.5 AFLP 
 

Amplified-fragment length polymorphism (AFLP) var framkvæmt eins og áður hefur verið 

lýst (Vos o.fl., 1995). DNA var einangrað með Master Pure™ DNA Purification Kit 

(Epicentre, Madison, WI, USA). Ensím voru ýmist keypt frá Fermentas GmbH (Leon-Rot, 

Þýskalandi) eða New England BioLabs og notuð samkvæmt ráðleggingum framleiðanda. 

Fákirni (e. oligonucleotide) voru mynduð af TAG Copenhagen (Kaupmannahöfn, Danmörku). 

DNA (1 μg) var melt með HindIII (10U) og TaqI (40U) við 37°C og 65°C, hvort um sig, í 3 

klst og því næst sett í 80°C í 20 mín. HindIII og TaqI tegndibútum (e. adapter) var bætt við í 

lokastyrknum 0,25 μM og 2,5 μM, hvor um sig, og límdir við skerðibútana með T4 DNA 

lígasa. Þetta var haft við 16°C yfir nótt. Afurðin var þynnt (1:10) og gerð var formögnun (e. 

preamplification) með Taq polymerasa og vísunum H00 (5´-GACTGCGTACCAGCTT-3´) 

og T00 (5´-CGATGAGTCCTGACCGA-3´) (0.25μM). Þetta var sett í 25 hringi af 94°C í 30 

sek, 56°C í 1 mín, 72°C í 1 mín og lokahitastig var 72°C í 5 mín. Þynnt (1:50) afurð úr 

formögnun (e. preamplification) var mót í valmögnun (e. selective amplification) með notkun 

á vísunum H01-6-FAM (5´-GACTGCGTACCAGCTTA-3´) (0,05 μΜ) og T00 (0.25 μM). 

H01-6-FAM var flúormerktur og innihélt val-basa (e. selective base) á 3´-endanum 

(undirstrikaður). Hvarfið var sett í 13 hringi þar sem pörunarhitastig var lækkað úr 65°C um 

0,7°C í hverjum hring og 23 viðbótar hringi þar sem pörunarhitastig var 56°C (94°C í 30 sek, 

56°C í 30 sek, 72°C í 1 mín) og lokahitastig var 72°C í 5 mín. 

Afurð valmögnunarinnar var blandað saman við jafn mikið magn af hleðslu buffer 

(formamíníð, 10 mM EDTA, 0.025% brómófenól blár) og hitað í 3 mín við 95°C, geymt á ís í 

5 mín og rafdregið á 6% acrýlamíð geli með 8M úrea með því að nota TBE buffer (1500V, 

40mA). AFLP fingraför sáust vegna flúormerkta vísisins (H01-6-FAM) með því að nota 

Typhoon 9400 variable Mode Imager (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA).   

Betri greiningarhæfni sást þó þegar afurð valmögnunarinnar var þynnt (1:10), blandað við 

hleðslu buffer og sett í ABI 3730 DNA hárpípu raðgreini (e. capillary sequence analyzer). 

Unnið var úr gögnunum í GeneMapper (v4.0) hugbúnaði samkvæmt AFLP aðferðinni og þeir 

T-RF toppar sem innihéldu minna en 50 flúoreiningar voru útilokaðir. 

Niðurstöður voru settar á tvíundaform (binary form) og unnið úr þeim með hugbúnaðinn 

Bionumerics (V 6.01) (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgíu), samsvörunar fylki (e. 
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similarity matrix) var búið til og Dice staðall notaður. Ættartré var myndað með UPGMA 

aðferð. Stofnar sem voru með 45% samsvörun voru hópaðir saman sem tegund (Thompson 

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

2.6. 16S rRNA raðgreining 
 

Phenól aðferð var notuð til þess að einangra DNA úr þeim stofnum sem raðgreindir voru.  

16S rRNA genið var magnað með Taq pólýmerasa (Fermentas) og vísum F9 (5´-

GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) og R1544 (5´-CCCGGGATCCAAGCTTAGAAAGGA-

3‟). Hvörfin voru þá sett við 94°C í 5 mín, 30 hringi af 94°C í 1 mín, 52°C í 1 mín og 72°C í 

1,5 mín og að lokum í 7 mín við 72°C. Afurðir voru þá meðhöndlaðar með ExoSapIt™ 

(Amersham Biosciences). Röðin var ákvörðuð með notkun á Applied Biosystems 3730 DNA 

raðgreini og  BigDye®Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA). Vísar F9 og R1544 voru notaðir í raðgreininguna ásamt vísum F338                   

(5´-ACICCTACGGGIGGCAGCAG-3´), R357 (5´-CTGCTGCCICCCGTAGG), R805      

(5´-GACTACCCGGGTATCTAATCC) og R1195 (5´-GACGTCITCCCCICCTTCCTC-3´). 

Raðgreindir voru u.þ.b. 1500 basar. Raðirnar voru bornar saman við skyldar raðir sem fengust 

úr Ribosomal Database Project (RDP) eftir BLAST leit. Röðunum var raðað saman með 

skyldum bakteríum með Clustal X (Thompson o.fl., 1997). Ættartré var byggt úr neighbour 

joining með NJplot forritinu (http://pbil.univ-lyon1.fr/software/njplot.html). 

2.7. Myndataka með rafeindasmásjá 
 

Rafeindasmásjármyndir voru teknar með Leo Supra 25, Field Emission Scanning Electron 

Microscope (FE-SEM) eftir ræktun fruma í Marine Broth 2216 (Difco) í 4 daga við 10°C. Þá 

voru 2 ml af rækt spunnir niður og frumur leystar í 400 μl af fixer (fosfatbuffer og 2% 

gluteraldehýð). Lausnin var geymd í ísskáp í 14 klst, spunnin niður og þvegin 2 sinnum með 

fosfatbuffer. Þá voru frumurnar leystar upp í 0,8 ml af 10% etanóli í 15 mín og spunnar niður 

aftur. Þetta var endurtekið með 30%, 50%, 70% og 90% etanól, í þessari röð. Að lokum voru 

frumurnar leystar upp í 400 μl af 100% etanóli. Áður en myndatakan fór fram þurftu 

frumurnar að fara í gegnum critical point drying og gullhúðun í Edwards Sputter Coater 

S150B í 2 mínútur. 
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3. Niðurstöður 

3.1. Raðgreining 16S rRNA gena 

Um 1500 bp eða nær allt16S rRNA gen var raðgreint úr 20 völdum stofnum (tafla 1 og mynd 

6). Af trénu (mynd 6) má sjá að stofnar F126, V2 og F81 hópast saman og tilheyra 

ættkvíslinni Aliivibrio ásamt stofninum F109. Stofnar F74, V198, V124, F19 og V157 eru af 

ættkvíslinni Vibrio og stofnar V1, F45 og F132 af ættkvíslinni Photobacterium. Allir 

upptaldir stofnar hingað til eru af sömu ætt, Vibrionaceae. Stofnar V27 og F140 tilheyra 

ættkvíslinni Shewanella og stofnar F61 og F67 eru af ættkvíslinni Moritella. Síðasti hópurinn 

tilheyrir ættkvíslinni Psychromonas, en það eru stofnar V136, V33, F123 og F129. Í töflu 1 

má sjá niðurstöður samsvörunar fylkja (e. similarity matrix) þar sem samsvörun við næsta 

viðmiðunarstofn er tekin fram. 

 

Tafla 1 Næsti viðmiðunarstofn og samsvörun við hann samkvæmt 16S rRNA raðgreiningar 

samsvörunar fylki (similarity matrix). 

Stofn Næsti viðmiðunarstofn Samsvörun 

F126, V2, F81 Aliivibrio fischeri (ATCC 7744
T
) 100% 

F109 Aliivibrio logei (ATCC 29985
T
) 100% 

F74 Vibrio splendidus (ATCC 33125
T
) 97,1% 

V198 Vibrio splendidus (ATCC 33125
T
) 99,8% 

V124 Vibrio pectenicida (ATCC 700783
T
) 99,8% 

F19 Vibrio calviensis (ATCC BAA-606
T
) 97,1% 

V157 Vibrio calviensis (ATCC BAA-606
T
) 98,8% 

V1 Photobacterium profundum (JCM 10084
T
) 99,6% 

F45 Photobacterium profundum (JCM 10084
T
) 100% 

F132 Photobacterium phosphoreum (ATCC 11040
T
) 100% 

V27 Shewanella hanedai (ATCC 33224
T
) 97,1% 

F140 Shewanella hanedai (ATCC 33224
T
) 99,3% 

F61 Moritella viscose (ATCC BAA-105
T
) 98,5% 

F67 Moritella marina (NCIMB 1144
T
) 99,8% 

V136 Psychromonas antarctica (DSM 10704
T
) 97,1% 

V33 Psychromonas antarctica (DSM 10704
T
) 99,5% 

F123 Psychromonas arctica (DSM 14288
T
) 99% 

F129 Psychromonas arctica (DSM 14288
T
) 100% 
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Mynd 6 Þróunarfræðilegt tré byggt á 16S rRNA genaröðum (u.þ.b. 1500 basar).  

Raðir stofnanna sem notaðir voru sem viðmiðunarstofnar voru: Th. fumicolans DSM 12820
T
 

(AY099176) (úthópur), Aliivib. fisheri ATCC 7744
T
 (X74702), Aliivib. logei ATCC 29985

T
 

(AJ437616), V. splendidus ATCC 33125
T
 (X74724), V. pectenicida ATCC 700783

T
 (Y13830), V. 

calviensis ATCC BAA-606
T
 (AF118021), Ph. profundum JCM 10084

T
 (D21226),  Ph. phosphoreum 

ATCC 11040
T
 (D25310), Sh. woodyi ATCC 51908

T
 (CP000961), Sh. hanedai ATCC 33224

T
 (X82132), 

M.viscosa ATCC BAA-105
T
 (AJ132226), M. marina NCIMB 1144

T
 (X82142), Psych. antarctica DSM 

10704
T
 (Y14697) og Psych. arctica DSM 14288

T
 (AF374385). 
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3.2. G+C mól% 

G+C innihald var kannað (tafla 2) í sömu stofnum og settir voru í raðgreiningu á 16S rRNA 

geni. Ásamt stofnunum voru sýni úr 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 keyrð með 

HPLC aðferð. Allir stofnar voru keyrðir einu sinni. Þar sem topparnir voru ekki hreinir var 

ákveðið að nota aðeins G og T toppa við útreikninga á G+C mól% skv. Mesbah o.fl., 1989. 

 

Tafla 2 Niðurstöður G+C mól% útreikninga með Calf thymus og Lambda DNA sem viðmið. 
 

Stofn G+C mól%  
G+C mól% næstu viðmiðunarættkvíslar skv. 

raðgreiningu á 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. Svipgerðarpróf 

Vaxtarhiti og saltþörf var könnuð hjá völdum 20 stofnum úr stofnasafninu, sömu stofnum og 

valdir voru til raðgreiningar á 16S rRNA geni (tafla 1) og athugunar á G+C mól% (tafla 2).  

Helstu niðurstöður úr þessum prófum voru þær að allir stofnar uxu við 4-15°C en aðeins þrír 

stofnar (V124, V157 og V198) uxu við 30°C. Átta stofnar (F74, F109, F126, F140, V2, V27, 

V33 og V136) voru prófaðir við 0°C og uxu þeir allir við það hitastig. 

Enginn stofnanna óx á æti með 0% NaCl en 5 stofnar (F45, F132, F140, V1 og V198) uxu 

með viðbættu 0,5% NaCl. Aðeins þrír stofnar (F126, F140 og V198) uxu við 6% NaCl og 

fjórir (F19, F132, V1 og V124) við 5% NaCl. 

 

3.4. AFLP 

Upphaflegur fjöldi stofna sem flokka átti með AFLP var um 200. Vegna erfiðleika við að 

halda stofnunum lifandi voru aðeins 166 stofnar keyrðir með AFLP ásamt 

viðmiðunarstofnum. Sautján stofnar komu ekki nógu vel út úr keyrslunni (of fáir toppar) og 

voru því aðeins 149 stofnar notaðir. 

Niðurstöður úr AFLP sýndu að 117 stofnar mynduðu 22 hópa en 32 stofnar voru stakir ásamt 

11 viðmiðunarstofnum (tafla 3 og myndir 7, 7a, 7b, 7c og 7d). Í 12 hópum af 22 voru 

viðmiðunarstofnar, stofnar með raðgreint 16S rRNA gen (undirstrikaðir) eða stofnar greindir í 

annarri rannsókn (Benediktsdóttir o.fl., 2000) (tvíundirstrikaðir) sem hægt var að bera saman 

við.  

 

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 þessum stofnum hafði 16S rRNA gen verið raðgreint úr 7 þeirra (undirstrikaðir, sjá næsta 

viðmiðunarstofn í töflu 2).  

 

Þeir viðmiðunarstofnar sem voru teknir með en hópuðust ekki með öðrum stofnum voru: 

Vibrio anguillarum, Moritella japonica, Vibrio gallicus, Moritella marina 1144
T
, Shewanella 

hanedai, Vibrio gigantis, Vibrio pomeroyi, Vibrio splendidus, Vibrio crassostreae, NCIMB 

1143 og Photobacterium phosphoreum 844. 
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Tafla 3 Hópamyndun úr AFLP. 

Hópur Stofnar Uppruni 

1 F57 og 487-8
T
 M. viscosa 100% Tálkn (grásleppa) 

2 F54 og V203 
50% Tálkn (grásleppa) 

50% Sjór 

3 F98, F102 og V95 
67% Tálkn (þorskur) 

33% Sjór 

4 V5, V11, F117, V44 og F1 
60% Sjór 

20% Tálkn (rauðmagi) 

20% Roð (ýsa) 

5 V8 og V13 100% Sjór 

6 V171, V173 og V158 
67% Sjór (fiskeldisstöð) 

33% Sjór 

7 F67, F72 og F123 100% Tálkn (lax og þorskur) 

8 V136, V33 og F92 
67% Sjór 

33% Tálkn (þorskur) 

9 V118 og V122 100% Sjór 

10 V32 og V37 100% Sjór 

11 F96 og F140 
50% Roð (þorskur) 

50% Þarmar (þorskur) 

12 V114 og V134  100% Sjór 

13 V59, V3, V177 og V128 
50% Sjór (fiskeldisstöð) 

50% Sjór 

14 V157, V207,  F19, F119 og F25 
40% Sjór 

40% Þarmar (ýsa og lýsa) 

20% Tálkn (rauðmagi) 

15 F31, F73 og V58 
67% Tálkn (ýsa og lax) 

33% Sjór 

16 F13 og V2 
50% Þarmar (lýsa) 

50% Sjór  

17 
F78, F112, F7, F111, F126, F121, F82, 

F88, F89, F84, F17, F15 og F16 

46% Þarmar (þorskur og lýsa)  

39% Roð (rauðmagi og þorskur) 

15% Tálkn (þorskur og lýsa) 

18 F10 og F14 100% Þarmar (ýsa) 

19 

A. logei, V153, F131, F133, V167, F60, 

V126, F103, F110, V40, V47, V46, V96, 

F29, V17, V15, V125, V48, V120, F64, 

F68, F66, F65 og V172 

52% Sjór 

26% Þarmar (þorskur og lax) 

18% Tálkn (rauðmagi, ýsa og lax) 

4% Sjór (fiskeldisstöð) 

20 

F107, V38, F9, F11, F27, F6, F94, F105, 

F97, F136, F125, V166, F80, F83, F87, 

F106, F109, F101, F108, F51, V39, V144, 

F93, V201 og F95 

52% Þarmar (þorskur og ýsa) 

20% Tálkn (þorskur, ýsa og grásleppa) 

20% Sjór 

8%   Roð (þorskur) 

21 
F26, F28, F77, P. iliopiscarium, F127 og 

F21 
60% Tálkn (þorskur og ýsa) 

40% Þarmar (þorskur og ýsa) 

22 
F3, F122, F115, F128, F139 og  

P. phosphoreum
T
 

40% Tálkn (þorskur) 

40% Þarmar (þorskur) 

20% Roð (þorskur) 
Undirstrikaðir stofnar = stofnar með raðgreint 16S rRNA gen.  

Tvíundirstrikaðir stofnar = stofnar flokkaðir í annarri rannsókn (Benediktsdóttir o.fl., 2000). 
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Mynd 7 Heildarmynd af AFLP ættartré (hópar 1-22), myndað með UPGMA aðferð. 
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Mynd 7a  AFLP ættartré (hópar 1-8). 
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Mynd 7b. AFLP ættartré (hópar 9-14). 
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Mynd 7c. AFLP ættartré (hópar 15-20, Aliivibrio hópar) 
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Mynd 7d. AFLP ættartré (hópar 21 og 22, Photobacterium hópar) 

 

Í 9 hópum voru aðeins tveir stofnar, en stærsti hópurinn (hópur 20) innihélt 25 stofna (mynd 

7c). Í þeim hóp voru stofnarnir með um 45% samsvörun og 16S rRNA gen hafði verið 

raðgreint úr einum stofni (F109). Úr töflu 1 má lesa að F109 sýnir 100% samsvörun við 

Aliivibrio logei. 

Allir V-stofnar úr hópi 20 voru einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa. Stofnar 

F107, F94, F109, F108, F93 og F95 voru einangraðir úr þarmainnihaldi þorska en stofnar F9, 

F105, F125, F80, F83 og F106 voru einangraðir eftir skol á þörmum þorska. Stofn F11 var 

einangraður eftir skol á þörmum ýsu. Stofnar F27, F136 og F101 voru einangraðir úr tálknum 

þorska en stofn F6 var einangraður úr tálknum ýsu. Stofnar F97 og F87 voru einangraðir af 

roði þorska og stofn F51 var einangraður úr tálknum grásleppu. 
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Í hóp 19 voru 24 stofnar með um 44% samsvörun (mynd 7c). Á meðal stofna í hópnum var 

viðmiðunarstofninn Aliivibrio logei. Allir V-stofnar nema tveir voru einangraðir úr sjósýnum 

sem tekin voru á Faxaflóa. Stofninn V96 var einangraður úr sjó sem tekinn var langt undan 

landi af hafrannsóknarskipi og  stofn V172 var einangraður úr sjó úr fiskeldisstöð. Stofnar 

F131 og F103 voru einangraðir eftir skol af þörmum þorska og stofnar F133 og F110 voru 

einangraðir úr þarmainnihaldi þorska. Stofn F60 var einangraður úr tálknum rauðmaga en 

stofn F29 var einangraður úr tálknum ýsu. Stofnar F64 og F65 voru einangraðir úr 

þarmainnihaldi laxa en stofnar F68 og F66 voru einangraðir úr tálknum laxa.   

 

Í hóp 17 voru 13 stofnar með um 48% samsvörun (mynd 7c) en 16S rRNA gen hafði verið 

raðgreint úr einum þeirra (F126). Í töflu 1 sést að hann sýnir 100% samsvörun við Aliivibrio 

logei. Í þessum hópi eru einu klónar AFLP greiningarinnar, stofnar F82 og F88 með um 90% 

samsvörun. Þeir voru báðir einangraðir af þorski, F82 eftir skol af þörmum (ásamt F126, F17 

og F16) en F88 af roði (ásamt F121 og F89). Aðrir stofnar í þessum hóp voru einnig 

einangraðir af fiskum. Stofn F78 var einangraður úr tálknum þorsks en  stofn F7 var 

einangraður úr tálknum lýsu. Stofnar F112 og F111 voru einangraður af roði rauðmaga, stofn 

F84 var einangraður úr þarmainnihaldi þorsks en stofn F15 var einangraður úr þarmainnihaldi 

lýsu. 

 

Hópur 21 innihélt 6 stofna með um 51% samsvörun (mynd 7d). Á meðal stofnanna var 

viðmiðunarstofninn Photobacterium iliopiscarium. Stofnar F26 og F77 voru einangraðir úr 

tálknum þorska en stofn F28 var einangraður úr tálknum ýsu. Stofn F127 var einangraður eftir 

skol á þörmum þorsks og stofn F21 eftir skol á þörmum ýsu. 

 

Í hóp 22 voru 6 stofnar með um 50% samsvörun (mynd 7d). Á meðal stofnanna var 

viðmiðunarstofninn Photobacterium phosphoreum. Stofnar F3 og F115 voru einangraðir úr 

tálknum þorska. Stofn F122 var einangraður af roði þorsks. Stofn F128 var einangraður úr 

þarmainnihaldi þorsks og stofn F139 var einangraður eftir skol á þörmum þorsks. 

 

Hópur 14 innihélt 5 stofna með um 44% samsvörun (mynd 7b). Búið var að raðgreina 16S 

rRNA gen úr tveimur stofnum hópsins, V157 og F19. Úr töflu 1 má lesa að báðir stofnar 

sýndu samsvörun með Vibrio calviensis, 98,8% og 97,1% hvor um sig í þessari röð. V-

stofnarnir voru báðir einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa. Stofn F19 var 
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einangraður eftir skol á þörmum ýsu en stofn F25 var einangraður eftir skol á þörmum lýsu. 

Stofn F119 var einangraður úr tálknum rauðmaga. 

 

Í hóp 4 voru 5 stofnar með um 60% samsvörun (mynd 7a). Ekki var búið að raðgreina 16S 

rRNA gen úr neinum stofni hópsins og enginn viðmiðunarstofn var í hópnum. Stofnarnir V5, 

V11 og V44 voru einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa. Stofninn F117 var 

einangraður úr tálknum rauðmaga en stofn F1 var einangraður af ýsuroði. 

 

Í hóp 13 voru 4 stofnar með um 45% samsvörun (mynd 7b). Ekki var búið að raðgreina 16S 

rRNA gen úr þessum stofnum og enginn viðmiðunarstofn var í hópnum. Stofnar V59 og 

V177 voru einangraðir úr fiskeldisstöð en stofnar V3 og V128  úr sjósýnum sem tekin voru á 

Faxaflóa. 

 

Fimm hópar mynduðust sem innihéldu 3 stofna, hópar 3, 6, 7, 8 og 15. 

Í hóp 3 voru stofnarnir með um 45% samsvörun (mynd 7a). Ekki var búið að raðgreina 16S 

rRNA gen úr þessum stofnum og enginn viðmiðunarstofn var í hópnum. Stofnar F98 og F102 

voru einangraðir úr tálknum þorska og stofn V95 var einangraður úr sjó sem tekinn var langt 

undan landi af hafrannsóknarskipi. 

Í hóp 6 voru stofnarnir með um 45% samsvörun (mynd 7a). Ekki var búið að raðgreina 16S 

rRNA gen úr þessum stofnum og enginn viðmiðunarstofn var í hópnum.  Stofnar V171 og 

V173 voru einangraðir úr fiskeldisstöð og stofn V158 úr sýni sem tekið var á Faxaflóa. 

Í hóp 7 voru stofnarnir með um 62% samsvörun (mynd 7a). Búið var að raðgreina 16S rRNA 

gen úr tveimur þeirra (F67 og F123). Samkvæmt töflu 1 sýndi stofninn F67 99,8% samsvörun 

við Moritella marina en stofninn F123 sýndi 99% samsvörun við Psychromonas arctica.  

Stofnarnir þrír voru allir einangraðir úr tálknum, F67 og F72 af laxi en F123 af þorski. 

Í hóp 8 voru stofnarnir með um 46% samsvörun (mynd 7a). Búið var að raðgreina 16S rRNA 

gen úr tveimur þeirra (V33 og V136). Samkvæmt töflu 1 sýna báðir stofnarnir samsvörun við 

Psychromonas antarctica, en hún er 99,5% og 97,1% hjá V33 og V136 hvorum um sig í 

þessari röð. V-stofnarnir voru einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa en stofn F92 

var einangraður úr tálknum þorsks. 

Í hóp 15 voru stofnarnir með um 45% samsvörun (mynd 7c). Ekki var búið að raðgreina 16S 

rRNA gen úr þessum stofnum, enginn viðmiðunarstofn var í hópnum en stofninn F31 hafði 

áður verið rannsakaður með AFLP aðferð (Benediktsdóttir o.fl. 2000) þar sem hann var 
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flokkaður sem Aliivibrio wodanis. Stofn F31 var einangraður úr tálknum ýsu en stofn F73 var 

einangraður úr tálknum laxfisks. Stofn V58 var einangraður úr sjó úr fiskeldisstöð. 

Af þeim 9 hópum sem innihéldu aðeins tvo stofna var viðmiðunarstofn í einum þeirra (hóp 1) 

og raðgreint 16S rRNA gen í tveimur (hópum 11 og 16). 

Í hóp 1 var um 45% samsvörun með stofninum F57 og viðmiðunarstofninum Moritella 

viscosa (mynd 7a). Stofninn F57 hafði áður verið rannsakaður með AFLP aðferð 

(Benediktsdóttir o.fl. 2000) þar sem hann var einnig flokkaður sem Moritella viscosa. 

Stofninn F57 var einangraður úr tálknum grásleppu. 

Í hóp 11 var um 49% samsvörun á milli stofnanna F96 og F140 (mynd 7b). Samkvæmt 

raðgreiningu á 16S rRNA geni stofnsins F140  má sjá að hann sýnir 99,3% samsvörun með 

Shewanella hanedai (tafla 1). Stofn F96 var einangraður af þorskroði en stofn F140 var 

einangraður úr þörmum þorsks. 

Í hóp 16 var um 54% samsvörun á milli stofnanna F13 og V2 (mynd 7c). Samkvæmt 

raðgreiningu á 16S rRNA geni stofnsins V2 má sjá að hann sýnir 100% samsvörun með 

Aliivibrio fischeri (tafla 1). Stofn F13 var einangraður eftir skol á þörmum lýsu en stofn V2 

var einangraður úr sjósýni sem tekið var á Faxaflóa. 

 

Þeir sex hópar sem innihéldu aðeins tvo stofna en hvorki viðmiðunarstofna né raðgreint 16S 

rRNA gen voru númer 2, 5, 9, 10, 12 og 18. 

Í hóp 2 voru stofnarnir með um 60% samsvörun (mynd 7a), stofn F54 var einangraður úr 

tálkun grásleppu en stofn V203 var einangraður úr sjósýni sem tekið var á Faxaflóa. 

Í hóp 5 voru stofnarnir með um 64% samsvörun (mynd 7a), báðir stofnarnir (V8 og V13) voru 

einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa 

Í hóp 9 voru stofnarnir með um 66% samsvörun (mynd 7b) og báðir stofnar (V118 og V122) 

einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa. 

Í hóp 10 voru stofnarnir með um 52% samsvörun (mynd 7b) og báðir stofnar (V32 og V37) 

einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa. 

Í hóp 12 var samsvörun á milli stofnanna tveggja um 47% (mynd 7b) og báðir stofnar (V114 

og V134) einangraðir úr sjósýnum sem tekin voru á Faxaflóa. 

Í hóp 18 voru stofnarnir með um 54% samsvörun (mynd 7c), báðir voru einangraðir úr ýsu, 

stofn F10 eftir skol á þörmum en stofn F14 úr þarmainnihaldi. 
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3.5. Stofninn F74 (Vibrio saccharolyticus sp. nov.) 
 

Einum stofni (F74) var lýst sem nýrri kuldasækinni bakteríutegund. Hann var einangraður úr 

tálknum heilbrigðs lax sem fenginn var úr fiskeldisstöð á Faxaflóa. 

Frumur stofnsins voru loftháðir, Gram-neikvæðir stafir, hreyfanlegir með endasvipu (mynd 

8), kuldasæknir (vaxtarhitastigsbil frá 0-24°C) og saltháðir. Frumurnar voru oxídasa- og 

indól-jákvæðar, arginín díhýdrólasa-jákvæðar en ornithín decarboxýlasa og lýsín 

decarboxýlasa-neikvæðar. Sýra var mynduð úr mannósa, súkkrósa, trehalósa, glýseróli, 

lactósa, arabínósa, mannitoli, cellóbíósa, sorbitoli og maltósa. Stofninn var næmur fyrir 

O/129. Helstu fitusýrur voru 16:1ω7c (53.5 %) og 16:0 (16.7 %) og G+C innihald stofnsins 

var 43.4 mól% (ákvarðað af DSMZ, Þýskalandi). 

 

 

Mynd 8 Rafeindasmásjármynd af frumum stofnsins F74. 
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4. Umræður 
 

Aðalmarkmið rannsóknarinnar var að flokka og greina um 200 stofna sem einangraðir höfðu 

verið af fiskum og úr sjó við Íslandsmið og athuga hvort nýjar tegundir væri að finna í 

stofnasafninu. Þetta tókst vel og allar niðurstöður sem fengust, úr AFLP, raðgreiningu 16S 

rRNA gena, G+C innihaldi og svipgerðarprófum, pössuðu saman að mestu leyti. Stofnasafnið 

var flokkað í 22 hópa (54 tegundir) með AFLP aðferð og benda niðurstöðurnar til þess að 

AFLP sé góð og fljótvirk aðferð til þess að flokka stór stofnasöfn. AFLP aðferðin hefur verið 

notuð með góðum árangri til þess að flokka stofna úr ættkvíslinni Vibrio til tegunda 

(Thompson o.fl., 2001) með því að hópa saman stofna með samsvörun ≥45%. Samkvæmt 

niðurstöðum rannsóknarinnar er ljóst að þessi aðferð (með ≥45% samsvörunarmörk) virkar 

einnig vel til þess að flokka ættkvíslina Aliivibrio til tegunda. 

Í stofnasafninu fannst ein ný tegund og búið er að skrifa drög að grein þar sem henni er lýst 

(viðauki A). Niðurstöður rannsóknarinnar benda til þess að fleiri stofnar í stofnasafninu séu 

líklega nýjar tegundir sem hægt er að rannsaka betur og lýsa í framtíðinni. Tvær aðferðir, 

athugun á G+C mól% og AFLP voru settar upp og vonandi nýtast þær við áframhaldandi 

flokkun og greiningu á bakteríutegundum. 

AFLP 
 

Í þessari rannsókn var AFLP aðferðin sett upp í fyrsta skipti hér á landi. Tvenns konar 

gelmyndir voru prófaðar. Fyrst var afurð valmögnunarinnar hlaðið á 6% acrýlamíð gel sem 

var svo skannað inn í tölvu. Erfitt reyndist að fá góða mynd með þessum hætti og því var 

prófað að hlaða afurð valmögnunarinnar í hárpípu raðgreini. Mun betri greiningarhæfni fékkst 

með þeirri aðferð og því var hún valin fyrir stofnasafnið. Munurinn á þessum tveimur 

aðferðum er sá að á acrýlamíð geli skiptir þykkt bandanna (fjöldi basapara) máli en úr hárpípu 

raðgreini er unnið úr upplýsingunum á tvíundaformi (binary form). Þá er samsvörun gerð á 

þeim forsendum að band sé til staðar, eða ekki.  

 

Upphaflega var fjöldi stofna í stofnasafninu sem flokkað var um 200. Vegna erfiðleika við að 

halda stofnunum lifandi auk ónýtanlegra niðurstaðna úr AFLP sýndu 149 stofnar nýtanlegar 

niðurstöður  í AFLP. Á meðal stofna sem ekki voru með í AFLP greiningunni voru stofnarnir 

F132, F81 og F45 en 16S rRNA gen þeirra hafði verið raðgreint og búið var að kanna G+C 

mól% þeirra. Í töflu 1 má sjá að stofninn F132 sýndi 100% samsvörun við Photobacterium 
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phosphoreum ásamt því að vera innan marka G+C innihalds ættkvíslarinnar Photobacterium 

(tafla 2). Niðurstöður úr raðgreiningu á 16S rRNA geni stofnsis F81 sýna að samsvörun á 

milli hans og Aliivibrio fischeri er 100%. (tafla 1) Hann var einnig innan marka G+C 

innihalds ættkvíslarinnar Aliivibrio (tafla 2). Stofn F45 sýndi 100% samsvörun við 

Photobacterium profundum þegar borin voru saman 16S rRNA gen þeirra (tafla 1). Í töflu 2 

má sjá að stofninn var ekki innan marka G+C innihalds ættkvíslarinnar Photobacterium. 

 

Niðurstöður úr AFLP sýndu að í 149 stofna safni voru 54 tegundir (þ.e. með ≥ 45% 

samsvörun) og 2 klónar (þ.e. með ≥ 88% samsvörun). Af 54 tegundum innihéldu 33 aðeins 

einn stofn og 13 aðeins tvo stofna. Niðurstöður AFLP sýndu einnig að stór hluti stofnanna 

tilheyra ættkvíslinni Aliivibrio (mynd 7c) eða 5 hópar. Aðeins einn Aliivibrio viðmiðunarstofn 

(A.logei) var hafður með í AFLP flokkuninni en í ættkvíslinni Aliivibrio eru nú 6 tegundir, A. 

fischeri, A.logei, A.salmonicida, A.wodanis, A. finisterrensis og A.sifiae. Þrjár þeirra komu 

fram í fimm hópum, annað hvort sem viðmiðunarstofn eða með raðgreint 16S rRNA gen og 

einn stofn hafði verið rannsakaður áður. Það er því ljóst að eitthvað misræmi er á milli 

raðgreiningar 16S rRNA gena og AFLP. Vegna skorts á Aliivibrio viðmiðunarstofnum í 

AFLP keyrslunni er ekki hægt að sýna fram á hvaða tegundir um ræðir í hverjum hóp né er 

hægt að útiloka tegundir. Frekari rannsóknir þarf að gera á hópunum og jafnvel stökum 

stofnum á milli hópanna til þess að skera úr um hvort þeir tilheyri nýrri tegund eða ekki. Þó 

var nokkrar vísbendingar að finna í svipgerðarprófum sem gerð höfðu verið á þeim tíma sem 

sýnataka fór fram (viðauki B). Af öllum Aliivibrio hópum var aðeins hópur 19 (A.logei 

hópurinn) sem innihélt stofna sem gáfu frá sér ljóm (13 stofnar af 24). Þetta bendir til þess að 

aðrir hópar tilheyri ekki Aliivibrio fischeri vegna þess að eitt einkenni þeirrar tegundar er að 

gefa frá sér ljóm (Reichelt og Baumann, 1973). Einnig óx aðeins einn stofn af 71 (í hópum 

15-20) við 30°C sem bendir til þess að ólíklegt er að innan þessara hópa sé að finna tegundina 

A. finisterrensis. Eitt af einkennum þeirrar tegundar er  að stofnar hennar geti vaxið við 30°C 

(Beaz-Hidalgo o.fl., 2010) en stofninn í rannsókninni sem óx við 30°C var í hóp 17 og því 

helst að sá hópur tilheyrir A. finisterrensis.  Allir Aliivibrio stofnarnir gátu vaxið við 21°C 

nema tveir stofnar úr V. logei hópnum (hóp 19) og þrír stofnar úr hópi 20 og því er ólíklegt að 

þeir hópar tilheyri tegundinni Aliivibrio salmonicida sem er kuldasækin og vex ekki yfir 22°C 

(Egidius o.fl., 1986). G+C innihald þeirra stofna sem flokkast með ættkvíslinni Aliivibrio var 

frá 41,9-44% en það er í hærra lagi ef miðað er við útgefið G+C mól% bil ættkvíslarinnar (38-

42%).  

http://ijs.sgmjournals.org/search?author1=Roxana+Beaz-Hidalgo&sortspec=date&submit=Submit
http://ijs.sgmjournals.org/search?author1=E.+Egidius&sortspec=date&submit=Submit
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Athyglisvert var að sjá að stofninn NCIMB 1143 sem í dag er flokkaður sem A.logei 

(http://www.straininfo.net/strains/9220) hópaðist ekki með viðmiðunarstofninum Aliivibrio 

logei. Stofninn er að mörgu leyti ólíkur A.logei, vex t.d. við hærra hitastig og er saltþolnari. 

Ýmislegt bendir því til þess að stofninn NCIMB 1143 sé ranglega flokkaður. 

 

Niðurstöður AFLP sýndu að hópar 21 og 22 væru af ættkvíslinni Photobacterium (mynd 7d). 

Í hóp 21 var viðmiðunarstofninn Photobacterium iliopiscarium og því flokkuðust hinir 5 

stofnarnir í hópnum sem sama tegund. Í hóp 22 var viðmiðunarstofninn Photobacterium 

phosphoreum og því flokkuðust hinir 5 stofnarnir í hópnum sem sama tegund. 

Stofninn Photobacterium phosphoreum NCIMB 844 var upphaflega ranglega nefndur 

phosphoreum þar sem hann lýsir svo vel. Nú hefur stofninn verið endurnefndur, 

Photobacterium kishitanii (Ast o.fl., 2003) og því ekkert óeðlilegt að hann hópist ekki með 

viðmiðunarstofninum Photobacterium phosphoreum (NCIMB 1282) (mynd 7d). 

 

Hópur 14 (mynd 7b) er spennandi hópur að skoða betur þar sem tveir stofnar í honum höfðu 

raðgreind 16S rRNA gen. Þeir sýndu aðeins 97,1% (F19) og 98,8% (V157) samsvörun við 

Vibrio calviensis þegar hann var borinn saman við raðgreind 16S rRNA gen þeirra (tafla 1). 

Viðmiðunarstofninn var ekki með og því ekki hægt að útiloka að um þessa tegund sé að ræða. 

Hópurinn sýndi reyndar aðeins um 44% samsvörun í AFLP og því ekki útilokað að hér sé um 

tvær tegundir að ræða, þ.e. að V157 og V207 tilheyri sömu tegund (með um 53% samsvörun) 

og F19, F119 og F25 tilheyri annarri tegund (með um 69% samsvörun). Uppruni stofnanna 

styður þessa kenningu þar sem V-stofnarnir koma úr sjó og F-stofnarnir af fiskum en á móti 

reyndist G+C mól% stofnanna tveggja (F19 og V157) vera nákvæmlega sú sama (tafla 2). 

 

Í hóp 7 (mynd 7a) voru tveir stofnar með raðgreint 16S rRNA gen (F67 og F123). Samkvæmt 

niðurstöðum AFLP tilheyra þeir greinilega sömu tegund (með 62% samsvörun) en samkvæmt 

16S rRNA raðgreiningu tilheyra þeir sitthvorri ættkvíslinni, F67 sýnir 99,8% samsvörun við 

Moritella marina en F123 sýnir 99% samsvörun við Psychromonas arctica. Á næstu grein 

fyrir ofan hópinn er viðmiðunarstofninn Moritella marina með aðeins 17% samsvörun við 

hópinn og því ljóst, samkvæmt AFLP, að hópurinn tilheyri ekki þeirri tegund. Aðeins 1,1% 

munur var á milli stofnanna í rannsóknum á G+C innihaldi (tafla 2) sem styður niðurstöður 

AFLP um að þetta sé sama tegund þar sem svið tegundar getur spannað allt að 5% mun í G+C 

innihaldi. Enginn viðmiðunarstofn var af ættkvíslinni Psychromonas í AFLP og því ekki hægt 

að útiloka þá ættkvísl né staðfesta. Þennan hóp þyrfti að rannsaka betur.  
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Í hóp 8 voru tveir stofnar (V33 og V136) sem sýndu 99,5% og 97,1% samsvörun við 

Psychromonas antarctica hvor um sig í þessari röð og í hóp 11 var stofn (F140) sem sýndi 

99,3% samsvörun við Shewanella hanedai í raðgreiningu á 16S rRNA geni (tafla 1). 

Hvorugur viðmiðunarstofninn var með í AFLP keyrslunni og því ekki hægt að nota AFLP til 

þess að útiloka eða staðfesta hvaða tegundir er hér um að ræða en niðurstöður 

raðgreiningarinnar á 16S rRNA geni þeirra tala sínu máli. Aðeins munar 0,8% á G+C 

innihaldi stofna V33 og V136 og báðir stofnarnir eru innan marka Psychromonas 

ættkvíslarinnar m.t.t. G+C innihalds ásamt því að vera kuldasæknir, en það einkennir 

ættkvíslina Psychromonas (Mountfort o.fl., 1998) 

 

Hópur 1 var aðeins tveggja stofna hópur en í honum voru viðmiðunarstofninn Moritella 

viscosa og stofninn F57. Niðurstöður AFLP sýna að stofnarnir tveir tilheyri sömu tegund 

(45% samsvörun). Athyglisvert er að skoða rannsókn sem Benediktsdóttir. o.fl. (2000) gerðu 

á Moritella tegundum. AFLP greining var gerð á stofnum þeirrar rannsóknar og þar má finna 

sama stofn og um ræðir hér (F57). Stofninn var einnig greindur sem Moritella viscosa í 

áðurnefndri rannsókn með um 47% samsvörun. Þessar niðurstöður benda til þess á 

sannfærandi hátt að hægt sé að endurtaka AFLP greiningu án vandkvæða á milli 

rannsóknarstofa. 

 

Af 32 stökum stofnum úr AFLP voru 7 með raðgreint 16S rRNA gen. Samkvæmt 

raðgreiningunni sýndi stofninn F129 100% samsvörun við Psychromonas arctica. G+C mól% 

stofnsins studdi þá greiningu en ekki var hægt að nota AFLP sem stuðning þar sem enginn 

Psychromonas arctica viðmiðunarstofn var með. Stofninn V198 sýndi 99,8% samsvörun við 

Vibrio splendidus þegar 16S rRNA gen þeirra voru borin saman en AFLP greining sýndi 

aðeins um 20% samsvörun. G+C mól% stofnsins V198 var 42,1 og innan marka 

ættkvíslarinnar Vibrio (tafla 2). Búið er að heilraðgreina Vibrio splendidus og G+C innihald 

tegundarinnar er um 43,8% (Le Roux o.fl., 2009). Munurin er 1,7% sem er innan 

tegundamarka. Þennan stofn þarf því að rannsaka betur vegna misræmis. Staki stofninn, 

V124, sýndi 99,8% samsvörun við Vibrio pectenicida en enginn slíkur viðmiðunarstofn var 

með í AFLP og því enginn stuðningur af þeirri aðferð. Stofninn var innan marka 

ættkvíslarinnar Vibrio í G+C innihaldi (tafla 2) ásamt því að vera innan marka Vibrio 

pectenicida (39-41%) (Lambert o.fl., 1998).  Raðgreining á 16S rRNA geni stofnsins V1 

sýndi 99,6% samsvörun við Photobacterium profundum en enginn slíkur viðmiðunarstofn var 

með í AFLP. Aðrar tegundir af ættkvíslinni Photobacterium voru þó með í AFLP en stofninn 
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V1 hópaðist ekki með þeim (myndir 7a og 7d). G+C mól% stofnsins lendir innan marka 

ættkvíslarinnar Photobacterium og mjög nálægt G+C mól% Photobacterium profundum (um 

42%) (Nogi o.fl., 1998). Stofninn F61 var einnig stakur. Raðgreining á 16S rRNA geni hans 

sýndi 98,5% samsvörun við Moritella viscosa en innan við 15% samsvörun sást á milli þeirra 

í AFLP. Þær niðurstöður benda til þess að hér sé ekki um tegundina Moritella viscosa að ræða 

né neina aðra viðmiðunartegund úr AFLP. Í töflu 2 má sjá að G+C innihald stofnsins er vel 

fyrir utan G+C svið ættkvíslarinnar Moritella. Spennandi væri því að rannsaka þennan stofn 

betur. Annar spennandi stofn er V27 en raðgreining á 16S rRNA geni hans sýndi aðeins 

97,1% samsvörun við Shewanella hanedai. G+C mól% svið ættkvíslarinnar Shewanella er 

mjög breitt og því erfitt að nota G+C mól% til þess að greina nýjar Shewanella tegundir. 

Þennan stofn þyrfti því að rannsaka betur. Síðasti staki stofninn er F74 en hann skar sig 

töluvert úr hópnum m.t.t. svipgerða og raðgreiningar á 16S rRNA geni. Nánar verður fjallað 

um F74 í kafla síðar í umræðukaflanum. 

Ákvörðun á G+C mól% í DNA bakteríustofna 
 

Ef skoðaðar eru niðurstöður G+C mól% í töflu 2 má sjá að 14 stofnar af 20 lenda innan marka 

sem sett hafa verið fyrir næstu viðmiðunarættkvísl (út frá raðgreiningu á 16S rRNA geni). 

Eins og áður hefur verið greint frá er ekki nóg að nota eingöngu ákvörðun á G+C mól% ef 

flokka á stofna til tegunda eða ættkvísla. Þetta sést glöggt í töflu 2 þar sem óþekktur stofn 

með 40% G+C innihald gæti verið úr öllum ættkvíslum töflunnar. Oft er betra að nota 

aðferðina til útilokunar en einnig er hún notuð til staðfestingar á tegundum. Til þess að reikna 

G+C mól% stofna þarf að nota meðaltal 4-6 keyrslna sama stofnsins og bera saman við 

viðmiðunarstofna sem einnig eru keyrðir 4-6 sinnum. Stofnarnir í þessari rannsókn voru 

einungis keyrðir einu sinni og því vantar u.þ.b. 3-5 endurtekningar til þess að fá endanlegt 

G+C gildi. Einn stofn (F74) var sendur til DSMZ í Þýskalandi til ákvörðunar á G+C innihaldi 

hans. Niðurstöðurnar sem fengust frá DSMZ sýndu að G+C innihald stofnsins er 43,4%. 

Samkvæmt niðurstöðum í töflu 2 má sjá að G+C innihald stofnsins F74 er 44,7% í þessari 

rannsókn, um 1,3% skekkja frá niðurstöðum DSMZ. Þennan mun má útskýra með vöntun á 

endurtekningum en hjá DSMZ voru 6 endurtekningar gerðar. Það er því ljóst að aðferðin 

virkar vel en til þess að fá meiri nákvæmni í niðurstöðurnar vantar endurtekningar á keyrslum. 

Þar sem niðurstöðurnar (topparnir) voru ekki alveg hreinar var ákveðið að nota aðeins G og T 

toppana (sbr. Mesbah o.fl., 1989) í útreikningum. Þá er gert ráð fyrir að G=C og T=A. 
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Ákvörðun á G+C mól% bakteríustofna hafði ekki verið gerð hér á landi og því þurfti að setja 

aðferðina upp.  

DNA einangrun 
 

Alls voru 5 aðferðir prófaðar til þess að einangra DNA úr stofnasafninu. Til að byrja með var 

phenól aðferð notuð til þess að einangra DNA fyrir ákvörðun á G+C mól% 20 stofna en þá 

þarf 25 μg af DNA úr hverjum stofni. Fáar aðferðir einangra svo mikið magn af tiltölulega 

hreinu DNA og því var phenól aðferðin valin. Þegar kom að því að einangra DNA úr öllu 

stofnasafninu (u.þ.b. 200 stofnar) var ljóst að phenól aðferðin hentaði ekki. Hún er tekur 

langan tíma, er erfið í framkvæmd auk þess sem meðhöndlun phenóls í miklum mæli er ekki 

æskileg. Tvö kit voru prófuð en reyndust of dýr fyrir þetta marga stofna. Þá var „Pitcher 

aðferðin“ (Pitcher o.fl., 1989) prófuð og reyndist vel í prufukeyrslu. Aðferðin er frekar 

fljótgerð (hægt að einangra DNA úr u.þ.b. 40 stofnum á 6 klst), einföld og ódýr. Þegar DNA 

úr öllu stofnasafninu hafði verið einangrað með þessum hætti kom í ljós að DNA-ið hafði 

brotnað niður í frysti. Síendurteknar einangranir, með hefðbundinni Pitcher aðferð auk ýmissa 

breytinga,  leiddu í ljós að erfitt var að halda DNA-inu í heilu lagi með þessari aðferð. Ekki er 

vitað hvað veldur því að DNA-ið brotni niður og er þetta í raun spennandi vettvangur að 

rannsaka. Þar sem um var að ræða kuldasæknar bakteríur, að mestu leyti, er einn möguleikinn 

sá að þær innihaldi kuldakær ensím (DNA núkleasa) sem séu enn að störfum við -20°C. 

Niðurbrotið DNA reyndist vera minna vandamál þegar notað var kit til einangrunar 

(MasterPure, Epicentre). DNA-ið kom heillegt (að mestu leyti) úr þeirri einangrun en ekki 

reyndi á geymslu í frysti þar sem DNA-ið var notað strax. 

Stofninn F74 (Vibrio saccharolyticus sp. nov.) 
 

Eitt markmið rannsóknarinnar var að lýsa einni nýrri kuldasækinni sjávarbakteríutegund. Fyrir 

valinu varð stofninn F74 vegna fjarlægðar hans frá öðrum stofnum þegar 16S rRNA gen hans 

var borið saman við þekkta stofna. Mesta samsvörun var á milli F74 og Vibrio splendidus eða 

97,1% , sem lesið var úr samsvörunar fylki (e. similarity matrix). Aðrir stofnar, t.d. Vibrio 

pomeroyi og Vibrio crassostreae sýndu 95% samsvörun við stofninn eftir BLAST leit (Basic 

Local Alignment Search Tool http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). AFLP greining á 

stofninum og nánustu ættingjum hans, skv. raðgreiningu á 16S rRNA geni, staðfesti flokkun 

stofnsins sem nýja tegund. Aðeins um 22% samsvörun var á milli F74 og næsta stofns (V16, 

mynd 7a) og enn lengra var í næstu viðmiðunarstofna. 
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Viðmiðunarstofn F74
T
 (=DSM 23163

T
 = NCIMB 14608

T
) var einangraður úr tálknum 

heilbrigðs lax sem fenginn var úr fiskeldisstöð á Faxaflóa. Handrit að tímaritsgrein um F74, 

sem áætlað er að senda til birtingar í International Journal of Systematic and Evolutionary 

Microbiology árið 2011,  má sjá í viðauka A. Þar er sú tillaga borin upp að stofninn F74 verði 

nefndur Vibrio saccharolyticus sp. nov. 

Lokaorð 
 

Vistkerfi sjávarins er háð virkni baktería þar sem þær gegna lykilhlutverki í hringrás efna í 

höfunum ásamt því að sjá um frumframleiðslu. Tegundafjölbreytni sjávarbaktería er mjög 

mikil og vitneskja um hana eykst nánast með hverri rannsókn sem gerð er á tegundum 

sjávarbaktería.  

Í þessari rannsókn var stofnasafn sem ræktað var úr sjó og af fiskum á árunum 1992-1993 

flokkað út frá fjórum mismunandi aðferðum, svipgerðarprófum, raðgreiningu á 16S rRNA 

genum, ákvörðun á G+C mól% og AFLP. Settar voru upp tvær aðferðir sem ekki höfðu verið 

framkvæmdar áður hér á landi. Einni nýrri tegund var lýst en greinilegt var á niðurstöðum 

rannsóknarinnar að fleiri nýjar tegundir er að finna í stofnasafninu. 

Nýjar aðferðir til tegundagreininga þróast hratt. Hraðinn getur jafnvel verið svo mikill að 

vísindamenn eiga erfitt með að fylgjast með nýjungum og einhverjar aðferðir verða úreltar 

áður en almennileg reynsla er komin á þær. Nú safnast upp heilraðgreind erfðamengi baktería 

í gagnabanka og nokkuð ljóst að í framtíðinni verður heilraðgreining erfðamengja jafn vinsæl 

aðferð og raðgreining á 16S rRNA geni er í dag. AFLP aðferðin reyndist vel í þessari 

rannsókn við að flokka stórt stofnasafn í mismunandi hópa. Það hefði gengið hægar ef 

erfðamengi allra stofnanna hefði verið heilraðgreint. Að sjálfsögðu eru kostir og gallar við 

allar aðferðir en aðferðir, þar sem hæg er að bera saman marga ólíka stofna, eru nauðsynlegar 

til þess að greina samfélög í tegundir. Bakteríur sjávarins eru lítið rannsakaðar miðað við 

aðrar bakteríur, t.d. þær sem tengdar eru sjúkdómum manna. Sjávarbakteríur eru mikilvægar 

fyrir vistkerfið en geta einnig verið sjúkdómsvaldandi í mönnum og dýrum og því er 

mikilvægt að vita af hvaða tegundum sjávarbakteríu samfélögin standa. Með auknu fiskeldi 

og strangari kröfum við matvælaframleiðslu er aukinnar þekkingar á tegundafjölbreytileika 

sjávarbaktería þörf. 
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Viðaukar 

Viðauki A: Handrit að grein 
 

Vibrio saccharolyticus sp. nov. isolated from a fish 

farm in Iceland 
 

Rannveig Hrólfsdóttir
1
, Viggó Þór Marteinsson

2
 and Eva Benediktsdóttir

1
 

 
1
Institute of Biology, University of Iceland, Reykjavík, Iceland. 

2
Department of Microbial Research, Matís ohf, Reykjavík, 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 16:1ω7c (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 20537
T
) and Vibrio splendidus (ATCC 33125

T
) 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
T
 (= 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
th

 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
6
 bacteria g

–1
 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 ‰. 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 MgSO4 · 

7 H2O, 0.75 g KCl, 0.01 g CaCl2 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 (Benediktsdóttir 

E. et al., 1998).  Following tests were performed:  Oxidase, O/F test, gas production, 

luminescense, growth in 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 6, 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, Voges-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 

(BioMérieux, 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: C16:1 ω7c and/or C15  iso 2-OH 

(summed feature 3), 53·5 %; C16:0, 16·7 %; C18:1ω7c , 12·0 %; C12:0 ,4·2 %; C12:0 3-OH, 3·6 %; 

C14:0 ,1·8 %; C14:0 3-OH and/or iso-C16:1 (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-

lyon1.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
T
 and Vibrio splendidus ATCC 33125

T
 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'chă∙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 1–2µm long and 0.2–0.4 µm 

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 C16:1 ω7c and/or 

C15  iso 2-OH (summed feature 3), 53.5 %; C16:0, 16.7 % and  C18:1ω7c , 12.0 %. The type 

strain F74
T
 (=DSM 23163

T
 = NCIMB 14608

T
) 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 

 

Fig. 1. Scanning electron micrograph of F74, showing the polar flagellum. Bar, 2 µm. 

 Vibrio ezurae HDS1-1T (AY426980)

 Vibrio tapetis CECT4600T (Y08430)

 Vibrio splendidus ATCC33125T (X74724)

 Vibrio pomeroyi LMG20537T (AJ491290)

 F74

 Aliivibrio fisheri ATCC7744T (X74702)

 Aliivibrio wodanis NVI88/441T (AJ132227)

 Aliivibrio logei NCIMB2252T (AJ437616)

 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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Viðauki B: Niðurstöður úr nokkrum svipgerðarprófum 
Eftirfarandi próf voru gerð á Líffræðistofnun Háskólans. Niðurstöðurnar eru birtar með leyfi 

Evu Benediktsdóttur. 
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19 NCIMB 2252 V.logei  0 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 
 

20 F6 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 

20 F9 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F11 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F27 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 

20 F51 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 

20 F80 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 

20 F83 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 

20 F87 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F93 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F94 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F95 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

20 F97 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F101 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 

20 F105 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 

20 F106 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F107 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F108 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F109 - Aliivibrio log (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 F125 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 

20 F136 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 V38 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 

20 V39 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 

20 V144 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 V166 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

20 V201 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 
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21 F21 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 

21 F26 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

21 F28 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

21 F77 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 

21 F127 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 

21 P. iliopiscarius PS-1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

  

            

22 F3 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 

22 F115 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

22 F122 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

22 F128 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 

22 F139 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 

22 NCIMB 1282 P. phosph. 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 

  
    

     
  

 
  

  

  
    

     
  

 
  

  stök F18 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

stök F22 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

stök F32 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

stök F33 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

stök F61 - Moritella (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

stök F69 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 

stök F74 - NÝ 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

stök F75 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 

stök F129 - Psychrom (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 

stök V1 - Photobact (16S) 1 0 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 

stök V16 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

stök V23 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 0 

stök V25 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 

stök V27 - Shewanella (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 

stök V28 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 

stök V87 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 

stök V98 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 

stök V100 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 

stök V124 - Vibrio pect (16S) 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 

stök V137 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 

stök V154 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 

stök V180 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 

stök V181 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 

stök V182 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 

stök V183 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 

stök V198 - Vibrio splen (16S) 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 

stök V202 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 

stök V204 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 

stök NCIMB 6 V. anguillarum 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

stök NCIMB 1143 V. logei 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 

stök NCIMB 844 P. phosph. 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

stök NCIMB 1144 V. marinus 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 
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Viðauki C: Lausnir 

 
TE buffer: 

10 mM Tris/HCl  

1 mM EDTA 

pH 8 

 

GES (8,0 M, 100 ml): 

60 g Guandidium thiocyanate  

20 ml 0,5 M EDTA pH 8 Hitað í 65°C þar til uppleyst  

20 ml Eimað vatn 

 

Látið kólna og þá bætt við: 

5 ml 10% v/v sarkosyl 

Eimað vatn  100 ml 

Filterað í gegnum 0,45 μm filter 

 

Natíumacetat buffer (30 mM, pH 5,3, 1L): 

1L eimað vatn 

2,46 g Natríumacetat 

5 ml 5% Ediksýra 

 

0,1xSSC: 

1,5 mM citrat 

15 mM NaCl 

 

ZnSO4 buffer (20 mM, 500 ml): 

500 ml eimað vatn 

2,88 g ZnSO4 ∙ 7H2O 

 

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

450 ml eimað vatn 

3,75 g Glycine 

50 ml 1M NaOH 

 

Ferðafasi: 

50 mM KH2PO4 

10 mM TBA (Tetrabutylammonium hydroxyl) 

3% metanól 

pH 4,3 með o-H3PO4 

Ferðafasinn var filteraður í gegnum cellulose acetat filter og afgasaður undir lofttæmi. 
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Viðauki D: 16S rRNA genaraðir 
 

>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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>V1 (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 

 

 

 

>V2 (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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>V27 (980 bp)    

GGGGTGCAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGCCAGATGT

GAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTGGAACTGGCAAACTAGAGTCTTGTANAGGGGG

GTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTANAGATCTGAAGGAATACCGGNGGCGAAGGCGGC

CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCATGTACNAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTANATACCCTGG

TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAATTTGGTAACTTAGTTACTGGGTTCCCCAAGCTAAC

GCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCC

CGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACAT

CCTCAGAACTTACCAGAGATGGTTTGGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC

GTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTATTTGCCA

GCGAGTAATGTCGGGAACTTTAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT

CAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCA

AAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCTCACAAAGCCGGTCGTAGTCCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGAC

TCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTT

GTACACACCGCCCGTCNCCCCATGGGAGTGGGGTGCTCCACCNGAATCNTNCNNAANNGTYAGAA

CAGGGATCATCCCAATTCNT GCNCAATGAGTNANTACATGGATTCATCCTNATTCGGANA 
 

 

 
>V33 (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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>V124 (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 

 

 

 

>V136 (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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>V157 (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 

 

 

 

>V198 (1140 bp) 

GACATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCAC

AACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGCTCCCGAAGGCACACCTGCGTCTCCG

CTGGCTTCTCTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCC

ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTC

TACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCACAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACG

GCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCATCTGAGTGTCAGTGTCTG

TCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACTGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAA

TTCTACCCCCCTCTACAGCACTCTAGTTCACCAGTTTCAAATGCAGTTCCGAGGTTGAGCCCCGGGC

TTTCACATCTGACTTAATGAACCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCA 

CCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTTGCTAACGTCAAGAG

ATAACGCTATTAACACTACCCCCTTCCTCACAACTGAAAGTACTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCA

TACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAG

GAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCT

TGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATCCCACCTAGGCATATCTTGACGCGAGAGGTCCGAA

GATCCCCCTCTTTGGCCCGTAGGCATTATGCGGTATTAGCCATCGTTTCCAATGGTTATCCCCCACA

TCAAGGCAATTTCCTAGGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACGCCCATTAACGCACCCGAAGGA

TTGTTAGTGTCGTTTCCGCTCGACTTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAATCTGAGCCAGG

ATCAAA 

 


