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Abstract

The study describes the bacterial community of cod larvae and their live feed,
using PCR-DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis) which is a method
commonly used for analysis of the bacterial diversity in environmental
samples. The bacterial community structure of the live feed enriched with
bioactive peptides as well as larvae fed the enriched live feed was also studied.
The survival and success of larval metamorphosis was calculated at the end of
the period.

The bacterial community structure of surface sterilized larvae was
found to change considerably during the first weeks after hatching. Various
patterns was furthermore observed in larvae from various production units
within each treatment. At the end of the period, a similar structure of the
bacterial community was observed in larvae from the most overall successful
production units and differing from the bacterial community structure found in
larvae from other tanks. The best overall success of larvae was obtained by
feeding peptide-enriched live feed during both daily feedings.

The results therefore indicate that the bacterial community structure of
larvae in the four most successful tank units may be preferable for the larvae
during the first weeks. The peptide hydrolysates may furthermore positively
affect the larvae by contributing to increased growth as well as improved

survival and quality of cod larvae.

Keywords: Bacteria, PCR-DGGE, cod larvae, live feed, bioactive peptides.
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Utdrattur

[ verkefninu var heildarfléra bakteria i porsklirfum og f6durdyrum peirra
rannsokud med PCR-DGGE adferd (Denaturing gradient gel electrophoresis)
en algengt er ad nota pessa adferd til ad greina fjolbreytileika bakteriufloru {
umhverfissynum. Einnig var rannsakad mynstur heildarfléru bakteria {
fédurdyrum sem medhondlud voru med lifvirku efni (ufsapeptidum) svo og i
porsklirfum sem fédradar voru med medhondludum fé6durdyrum. Lirfurnar
voru fédradar 4 medhondludum fé6durdyrum ymist daglega eda tvisvar 4 dag
prja daga i viku og til samanburdar var f6rad med 6medhondludum
f6durdyrum. I lok tilraunatimans var reiknud afkoma lirfa tr hverju keri og
utlitsgallar skodadir. Tilraunir voru settar upp i Tilraunaeldisstod
Hafrannséknunarstofnunar 4 Stad { Grindavik en greining 4 samsetningu
bakteriufléru var unnin af nemanda 4 ranns6knastofum Héskolans & Akureyri.

Nidurstodur syna ad miklar breytingar verda 4 samsetningu heildarfléru
bakteria 1 porsklirfum fyrstu vikurnar eftir klak. Samsetning og fjolbreytileiki
bakteriufloru var einnig breytilegur { lirfum ir mismunandi eldiseiningum
somu medferda. Illa gekk ad greina mynstur bakterifloru { synum af
fédurdyrum. Samsetning bakteriufléru lirfa { fjorum afkomuhastu kerjunum
var mjog svipud 4 sidasta synatokudegi, 42 dogum eftir klak, og um leid 6lik
bakteriufloru lirfa ur 68rum kerjum. Best var afkoma lirfa { keri par sem lirfur
voru fédradar tvisvar 4 dag med medhondludum fé6durdyrum, eda 19,8% lifun
samanborid vid 13,0% medaltalslifun 1 6llum tilraunakerjum & timabilinu.
Engir tutlitsgallar greindust i lirfum { drtaki dr pessu keri en mun minna var um
utlitsgalla hj4 lirfum sem fengu medhondlun med ufsapeptidum samanborid
vid lirfur dr kontrélkerjum.

Af nidurstodum ma pvi hugsanlega draga pa alyktun ad samsetning
bakterfufldru lirfa dr fjéorum aftkomuhastu kerjunum sé @skileg fyrir
porsklirfur 4 fyrstu stigum eldisins. Einnig mé draga pa alyktun ad
medhondlun med ufsapeptidum hafi jakvaed dhrif 4 porsklirfur og geti

hugsanlega skilad hradari vexti, battri atkomu og gedum lirfa.

Lykilord: Bakteriufléora, PCR-DGGE, porsklirfur, féourdyr, lifvirk peptio.
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Haskolinn 4 Akureyri Vidskipta- og raunvisindadeild

1 Markmid

Markmid verkefnisins var ad skoda mynstur heildarfléru bakteria i porsklirfum
og f6durdyrum beirra 4 fyrstu stigum porskeldis. Bakteriuflora fédurdyra sem
medhondlud voru med ufsapeptidum var einnig skodud svo og bakteriufléra
porsklirfa sem f6drud voru med medhondludum fé6durdyrum samanborid vid
6medhondludum. Notud var PCR-DGGE adferd til ad greina mynstur

heildarfléru bakteria { synum.
Megin rannséknarspurningar verkefnisins voru eftirfarandi :

. Er mynstur heildarfléru bakteria mismunandi 1 porsklirfum og
fédurdyrum peirra & mismunandi timabilum ?

. Verda breytingar & mynstri heildarfléru bakteria { porsklirfum eftir ad
byrjad er ad gefa peim lifandi f6durdyr (startf6drun lirfa) ?

. Tengist mynstur bakteriuflérunnar atkomu og gedum lirfa ?

. Hefur medhondlun med lifvirku efni dhrif & samsetningu

bakteriuflérunnar og/eda voxt og afkomu lirfa ?

Verkefni petta var unnid { framhaldi af verkefninu ,,Notkun lifvirkra efna {
lddueldi sem unnid var i samstarfi Matis ohf., Hisk6lans 4 Akureyri og
Fiskey hf. og styrkt af Lifteknineti AVS. Verkefni nemanda er somuleidis
hluti af sterra verkefni, ,,Lifvirk efni vid lirfueldi 1udu og porsks* sem unnid er
i samstarfi Matis ohf., Haskélans 4 Akureyri, Fiskey hf. og
Hafrannséknunarstofnunar sem styrkt er af AVS sjédnum. I pvi verkefni eru
endurteknar medhondlanir {1 lddueldi Fiskey og rannsokud ahrif medhondlunar
med lifvirkum peptidum { porskeldi tilraunaeldisstodvar
Hafrannséknunarstofnunar 4 Stad { Grindavik. Rannsokud eru dhrif
medhondlunar 4 samsetningu bakteriufléru svo og afkomu og gadi lirfa
(verkefni nemanda). Einnig eru { verkefninu rannsokud ahrif medhondlunar &
valda petti { 6sérhaefdri onemissvorun lirfa en pad er ekki hluti af verkefni

nemanda og pvi ekki nénar fjallad um pad hér.
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2 Inngangur

Atlandshafs porskur (Gadus morhua) er ein af pekktustu kaldsjavartegundum {
heimi. Svo pekkt er tegundin ad hin 4 sina eigin &visdgu, Cod. A Biography
of the Fish that Changed the World. Veidar og vidskipti hafa verid stundud
med porskinn { um pusund ar 1 fjérum heimsalfum en undanfarin ar hafa villtir
stofnar verid { stodugri hnignun. Hnignum stofna 4samt hau markadsverdi 4
porski sidustu ar hefur valdid pvi ad aukinn dhugi beinist ni ad porskeldi (40).

Tilraunir til porskeldis eiga retur sinar ad rekja alveg aftur til dranna {
kring um 1880 1 Noregi, Bandarikjunum og i Kanada. Nuitima eldisadferdir
sem byggja 4 framleidslu porskseida sem alin eru & lifandi f6durdyrum ma
hinsvegar einungis rekja aftur til dranna { kringum 1980 en pa voru Nordmenn
og Bretar farnir af stad med smaskala framleidslu & porskseidum sem alin voru
i strideldi 4 lifandi f6durdyrum. A drunum 1990-1993 nadu Nordmenn ad skala
adferdina upp og strideldi 4 porski 4 storskala vard ad veruleika (40). Fré arinu
2000 hafa rannsoknir { porskeldi verid stundadar af miklum krafti og beinast
per helst ad pvi ad bata eldisteknina og ad minnka affoll 1 eldinu. Helstu
l6ndin sem stunda porskeldi 1 dag eru Bretland, Bandarikin, Kanada, Island og
Noregur en Nordmenn hafa ndd hvad bestum drangri i porskeldi af pessum
16ndum (37).

Mikid hefur dregid dr porskveidum Islendinga undanfarna dratugi en
veidarnar nadu hdmarki 4rid 1981 og voru pd veidd um 460.000 tonn. A
sidustu arum hefur aflinn minnkad mikid og adeins var dthlutad 130.000
tonnum fyrir fiskveidiarid 2007/2008. A nzstu drum er pvi ekki gert r4d fyrir
pvi ad veidar & porski munu aukast fra pvi sem nu er. Litid er 4 porskeldi sem
vanlega leid ad pvi marki ad Islendingar haldi hlutdeild sinni 4
porskmorkudum {1 framtidinni. Mikil préun hefur verid { islensku porskeldi &

sidustu drum og eru engin lat par 4r (42).

2.1 borskseidaframleidsla a Stad

Hafrannsoknarstofnunin 4 Stad { Grindavik hefur verid frumkvodull { préun &
porskseidaframleidslu 4 Islandi. Framleidd hafa verid porskseidi i

Tilraunaeldisstod Hafrannsoknunarstofnunar a Stad i Grindavik fra arinu 1994
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framleidslan verid stodugt ad aukast og arid 2007 for seidaframleidsla i
stodinni upp 1 200.000 seidi (3).

A Stad eru porskseidi alin { strideldi par sem framleidslan fer fram {
korum innandyra, vid mikinn péttleika og styrdar adstedur og fer f6drun fram
med lifandi f6durdyrum (43). [ seidaframleidslunni 4 Stad er reynt eftir bestu
getu ad likja eftir nattdrulegu proskaferli porsks sem fer fram vid strendur
landsins. Porskurinn gengur i gegnum fjogur proskastig i seidaframleidslunni,
p.e. hrogn, lirfa (4-12 mm), ungseidi (12-45 mm) og seidi (>45 mm). Ferlid fra
frjbvgun ad 5 g seidi tekur um sextdn vikur og skiptist eldid { prjd hluta:
hrognahald (2 vikur), lirfueldi (8 vikur) og ungseidaeldi (6 vikur) (2).

Eldisadstaedur skipta miklu mali { porskseidaframleidslunni og eru
ymsir pettir par sem skipta mali. A mynd 1 m4 sja hvernig frumf6drun
porskseida fer fram sem og paer umhverfisadstedur sem par skipta hvad mestu
mali en myndin synir adstedur eins og gengur og gerist { flestum

porskseidaeldisstodvum i Noregi. Eldisadstedur 4 Stad eru mikid til byggdar

upp 4 svipadan hatt (43).

T PP P PP

Lengd (mm) 45 5 7 8 12

Broskaferill — M—-M : g_ E
R P e Crmimyis e e i
Lysing 400-1000 hux

Ljoslota 24 tima ljés

Eldisker 5.000-9.000 litra

Sposkipti i kan 10-70% 4 kist

Svitprungar Ja / nei

Feda Hjoldyr ELEEELCPEETEES -3

4---_ T o

Mynd 1. Frumfédrun porskseida og helstu umhverfisadstaedur (37)

Mikil affoll eru tengd fyrstu tveimur vikunum eftir klak en eftir pad

fara affoll minnkandi. Undanfarin ar hefur heildarlifun verid um 10% fra klaki
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til seidis & Stad en 1 bestu kerjum hefur nadst allt ad 20% lifun og er pad svipad

og porskseidastodvar { Noregi og Skotlandi hafa n4d { framleidslu sinni (2).

2.1.1 borsklirfur

Porsklirfur eru litid proskadar vid klak og kallast kvidpokalirfur (kvidpokastig)
en kvidpokinn hefur ad geyma orkuforda til nokkurra daga. Eftir pad eru paer
hadar lifandi brad (2). Pegar lirfur eru ordnar um 12 mm langar myndbreytast
per 1 ungseidi (e: early juvenile) og sidan 1 fullproskad seidi (e: juvenile) um
45 mm langar (30).

Vaxtargeta porsklirfa 1 strideldi getur verid allt ad 25% 4 dag (40) en
fisklirfur hafa hvad mesta vaxtargetu allra hryggdyra. Vegna mikillar
vaxtargetu 4 lirfustiginu er n@ringarfredileg porf fisklirfa mjog frdbrugdin porf
fullvaxinna fiska (20). Sjavarfiskar geta ekki myndad fjolomettadar fitusyrur
(HUFA) og verda pvi ad fa peer ur fedunni og syna rannséknir ad fitusyran
dokosahexaensyra (DHA 22:6n-3) er mikilveg porski og 60rum sjavarfiskum
vid edlilega lirfuproskum. Eikdsapentaen fitusyran (EPA 20:5n-3) er einnig
mikilveg og er talid ad vid frumf6drun porsklirfa gefi hlutfallid 1,5-2
DHA/EPA géda raun m.t.t. lifunar og vaxtar lirfa (29, 33).

A Stad fer frumfédrun porsklirfa fram med hjéldyrum og
saltvatnsrekju fyrstu 15-20 dagana frd klaki. Purrf6dri er sidan batt smam
saman vid feduframbod peirra par til lirfunum er eingéngu gefid purrfédur,

um 30-40 dogum eftir klak (43).

2.1.2 Féourdyr

Tver tegundir dyrasvifs (e: zooplankton) eru notud sem f6durdyr vid eldi
porsks; hjoldyr (e: rotifers, Brachionus sp.) og saltvantsrekja (Artemia sp.)
(mynd 2.) Framleidsla fé6durdyranna fer fram 4 mismunandi hétt en hagt er ad
vidhalda rektum hjéldyra & medan kaupa parf saltvatnsrekju sem dvalaregg
sem sidan er klakid ut og pvi ekki hegt ad vidhalda { stodugri rektun (28).
Rannsoknir hafa synt ad kjorstyrkur f6durdyra { strideldi porsklirfa er um 4000
fodurdyr L™ vid péttleikan 40 lirfur L' til ad nd fram hamarks vexti og lifun

fra 3 dogum eftir klak ad 6 vikum eftir klak (32).
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2.1.2.1

Porsklirfur vaxa hratt og pvi verda hjéldyrin, eftir prjar vikur, of sma til
a0 fullnegja f6durporf lirfanna. Pvi er samfara hjoldyrunum gefid vaxandi
magn af saltvatnsrekju sem er mun sterri brad og pvi orkurikari fada. Stodugt
hefur pé verid dregid ur saltvatnsrakjugjof 1 fiskeldi vegna mogulegra tengsla
vid utlitsgalla seida (hausskekkja, hryggskekkja, kjaftskekkja og uggagallar).
Saltvatnsrekja er b6 dfram gefin 4 Stad pvi betri lifun 1 eldinu hefur verid
tengd notkun hennar. Rannsoknir hafa jatnframt synt ad ef mikid er dregid ur

saltvatnsrekjugjof getur pad komid nidur 4 vexti ungseida (10, 43).

Mynd 2. Fé0urdyr i porskseidaframleidslu (2)

Hjoldyr
Hjoldyr eru litlir fjolfrumungar (e: metazoza) og eru Brachionus plicatilis og
Brachionus rotundiformis per tegundir sem mest eru notadar { eldi
kaldsjavarfiska (mynd 3). Dyrin sia f&du tr umhverfi sinu en helsta feda
peirra i nattirulegu umhverfi eru porungar, frumdyr, bakteriur og ymiskonar
lifreen efni. Vid reektun hjéldyra { eldi er helsta feda peirra porungar,
bokunarger og tilbinar fédurblondur (e: formulated diets). 1 eldi
kaldsjavarfiska er algengt ad nota Selco f6durblondur fra INVE { Belgiu en
pear innihalda medal annars blondu fitusyra sem henta vel lirfum
kaldsjdvartegunda (28).

Hjoldyr eru tiltdlulega neringarsnaud feda. Rektud hjoldyr hafa frekar
lagt hlutfall DHA og EPA sem eru mikilvegar fitusyrur fyrir fisklirfur og pvi
er algengt ad purfa ad audga hjoldyrin til ad auka naringargildi peirra. Med

audgun hjoéldyra er pvi verid ad reyna ad fullnegja orku- og n@ringarporf
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2.1.2.2

lirfanna og er talid ad audgud hjoldyr geti nanast uppfyllt neringarporf
porsklirfa a préteini, fitu og kolvetnum. Audgun getur farid fram 4 margan
hatt, ymist med pérungum, fitu, vitaminum, préteinum og tilbinum bléndum
(2, 8). A Stad hefur gefid g6da raun ad audga hjéldyr med tveimur
audgunarefnum sem badi hafa mjog hatt hlutfall DHA fitusyra. Annarsvegar
er pad Fiskey-fita sem er fitublanda honnud { samstarfi vid starfsmenn Fiskey
hf. og framleidd af Lysi hf. til notkunar i lddueldi Fiskey og hinsvegar er pad
Algamac 3050 sem eru frostpurrkadir Schizochytrium pérungar. Sem demi um
adrar audgunaradferdir ma nefna audgun med lifefnum, ensimum eda
peptidum, og audgun med bakterium en notkun bakteria er ekki komin langt 4

veg 1 fiskeldi (2).

Mynd 3. Brachionus sp. (24)

Saltvatnsraekja (Artemia)

Saltvatnsrekjur eru litil krabbadyr sem algengt er ad nota sem faedu fyrir
margar tegundir kaldsjavarfiska { eldi og er Artemia franciscana su tegund sem
hvad mest er notud { fiskeldi (mynd 4). Likt og hj6ldyr eru saltvatnsraekjur
feedusiarar sem narast & pérungum, frumdyrum, bakterium og lifrenum efnum
i umhverfi sinu. Sem fada vid eldi sjavarfiska er saltvatnsrakja keypt sem
dvalaregg og sidan klakin 1 sjévatni (29). Klakid tekur um sélarhring og eru
krabbadyrin pa tilbuin sem feda fyrir margar tegundir fisklirfa (44). Egg
saltvatnsrekju til notkunar 1 fiskeldi koma ad mestu leiti fr4 Great Salt Lake {
Utah i Bandarikjunum (29).

Ne@ringarefnasamsetning saltvatnsrakjunnar uppfyllir ekki orku- og
naringarporf porsklirfa og krefst pvi audgunar. Saltvatnsrekja getur ordid
mjog naringarrik fyrir porsklirfur ef hin er f6drud 4 naringarriku fodri.

Sérstaklega parf ad huga ad hlutfalli EPA/DHA fitusyra { saltvatnsrekjunni
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eins og 1 hj6ldyrum en saltvatnsrekjur hafa pann eiginleika ad brjéta stodugt
nidur DHA fitusyrur (28, 44). Fiskey-fitan og Algamac hefur, likt og {
hjoldyrum a Stad, gefid g6da raun sem audgunarefni fyrir saltvatnsraekjur sem

notadar eru sem fodurdyr 4 Stad (2).

Mynd 4. Artemia sp. (46)

2.2 Bakteriualag i lirfueldi

Eitt helsta vandamal tengt eldi sjavarfiska eru mikil affoll 4 lirfustigi og hafa
pau m.a. verid tengd bakteriualagi i eldisumhverfi lirfa en heimildir syna ad
mikil hetta er 4 ad tekiferissyklar néi fotfestu { lirfum og i eldisumhverfi
peirra (12, 13, 27, 41). Tekiferissyklar eru ad jafnadi til stadar { eldinu og nyta
sér medal annars 6proskad onemiskerfi lirfanna og adra veikleika peirra til ad
nd par fétfestu (41).

I stideldi einkennist framleidsla lirfa af reektun hrogna og lirfa {
einingum vid mikinn péttleika sem gerir pad ad verkum ad hrogn og lirfur eru {
ndinni snertingu badi vid mikinn fjolda bakteria og mikinn fjolda mismunandi
bakteriutegunda (5). Hansen og Olafsen (1989) rannsékudu vidlodun bakteria a
porsk- og liduhrognum { eldi og syndu fram 4 ad adeins tveimur timum eftir
frjovgun h6fou bakteriur nad talsverdinni vidlodun 4 hrognum og ad vid klak
voru hrognin pakin bakterium. Greining 4 pessum bakterium syndi ad rikjandi
hépar voru Pseudomonas, Alteromonas, Aeromonas, Vibrio-tegundir og
Flavobacterium (13). T umhverfi nyklaktra fiskilirfa { eldi er pvi ad finna
bakteriur fra eldisvokva, hrognum og hrognaleifum. Pekkt er ad fisklirfur byrja
ad drekka eldisvokva adur en kvidpokinn er uppurinn og 4dur en
utanadkomandi f6drun hefst, en pannig opnast leid bakteria inn { meltingarveg

lirfanna sem getur haft dhrif 4 edlilega bakteriufléru peirra (27). Rannséknir
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syna ad bakteriufléra i meltingarvegi lirfa hefur dhrif 4 voxt, proska og lifun
lirfa & fystu stigum { fiskeldi en ekki er med vissu vitad um ahrif einstakra
tegunda. Pvi hefur verid 16gd dhersla a ad kortlegga bakteriufléruna og per
breytingar sem 4 henni verda 1 lirfueldi. Petta er naudsynlegt ef hafa 4 ahrif 4
eda gera tilraunir til ad styra bakteriuflérunni 4 einhvern hatt med pad ad
markmidi ad auka stodugleika i eldinu sem rannséknir syna ad er lykilatridi ef

auka 4 voxt og gadi lirfa (18).

2.3 Forvarnir til varnar bakteriualagi i lirfueldi

Ymsar leidir eru farnar til ad draga dr bakterfudlagi { lirfueldi og afféllum ad
voldum bakteria. Algengt er ad beina augum ad eldisvokva, hrognum,
fédurdyrum og lirfunum sjalfum auk pess sem g6éd almenn umgengni 4 6llum
stigum eldisferilsins skiptir miklu mali (2).

Ga0i eldisvokva eru mjog mikilveg { lirfueldi. Til ad koma { veg fyrir
ad 6@skilegar orverur berist 1 eldiskorin med eldisvokva er sjérinn fyrst siadur
i gegnum filter til ad fjarlegja stérar agnir eins og dyrasvif, pérunga og 6nnur
lifreen efni. Pvi na®st er algengt ad sétthreinsa eldisvokvann til ad fjarlegja
smadar lifverur eins og bakteriur og nota eldisstodvar mismunandi adferdir til
pessa. Yfirleitt er petta framkvaemt med pvi ad medhondla eldisvokva med
ttfj6lubldu 1jési og/eda 6s6ni (29). I lirfueldi falla til mikil Shreinindi {
eldiskérin. Urgangurinn getur komid fra lirfunum, daudum fédurdyrum og
purrf6dri en allt er petta tilvalid @ti fyrir bakteriur og pvi er mjog mikilvegt ad
hafa g6dan hreinsibinad 1 eldiskerjum til ad hindra 6parfan bakteriuvoxt (2).
Hrogn eru sétthreinsud med efnum, eins og t.d. glutaric di-aldehyde, 4dur en
peim er komid fyrir { hrognasiléum { peim tilgangi ad drepa Orverur a yfirbordi
hrognanna sem hugsanlega getu hindrad edlilega proskun og klak (2).
Orverudlagi af voldum bakterfa hefur lengi verid matt med lyfjagjofum {
fiskeldi og verid beitt badi a lirfur og f6durdyr peirra. Med sibettri eldistaekni
a Stad hefur lyfjagjofum par algjorlega verid hatt { lirfukerjum eda fra arinu
2005 en notkun syklalyfja 4 f6durdyr er p6 ennpa til stadar (1). Fodudyr hafa
longum verid talin vera helsta smitleid bakteria { lirfueldi og er m.a. hagt ad
hafa dhrif 4 bakteriudlag af voldum peirra 1 gegnum val 4 @ti vid audgun

dyranna (21, 41). Sétthreinsun hj6ldyra med ttfjélublaum geislum og
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0s6nbodum 4 saltvatnsrekjunni hefur einnig gefid géda raun vid ad fekka
bakterium { og 4 f6durdyrum { fiskeldi (2, 40).

I dag er stodug meiri pressa 4 ad draga tr notkun syklalyfja { fiskeldi og
nota frekar ymiskonar umhverfisvanar adferdir til ad auka afkomu og gedi

lirfa (39).

2.3.1 Notkun baetibakteria

Notkun batibakteria (e: probiotics) 1 fiskeldi er stodugt ad aukast og talid er ad
hagt sé ad nota batibakteriur { f6dur eda bata peim beint ut { eldisumhverfi
fiska i peim tilgangi ad auka voxt, lifun og til ad draga ur tidni sjukdéma af
voldum tekiferissykla (45). Arid 1989 skilgreindi R. Fuller batibakteriur sem
lifandi bakteriur sem batt er { f6dur og sem hefur jakvaed ahrif 4
orverufredilegt jatnvagi { meltingarvegi hysils (11). Par tegundir bakteria sem
mest hafa verid notadar sem betibakteriur { fiskeldi eru mjélkusyrubakteriur
(e: lactic acid bacteria) eins og Lactobacillus og Carnobacterium, ésykjandi
tegundir dr Vibrio @ttkvislinni eins og Vibrio alginolyticus og tegundir fra
Bacillus og Pseudomonas &ttkvislunum en fleiri tegundir hafa einnig verid
notadar (45). Talid er @skilegt ad batibakteriur séu einangradar ur eldinu en
pad eykur likur & pvi ad stofninn ndi par fétfestu og hafi pannig pau 4hrif sem

6skad er eftir (34).

2.3.2 Notkun lifvirkra efna

Onnur leid til ad hafa 4hrif 4 drverufléru { fiskeldi er ad nota lifvirk efni (e:
bioactive ingredients) og medhondla fisklirfur med peim ymist { gegnum
fodurdyr eda beint 1 gegnum eldisvokvann. A9 medhondla 1 gegnum
eldisvokvann er talin sidri leid vegna 6hreininda sem myndast i kerjunum (18).
Lifvirk efni geta haft mismunandi virkni og mé sem demi nefna
bakteriuhamlandi- og/eda drepandi virkni sem leidir til fekkunar 4 bakterium {
fodurdyrum eda eldisumhverfi lirfa, pre-biotik virkni sem stydur vid voxt
@skilegrar bakteriufloru 4 kostnad é@skilegrar floru 1 f6durdyrum eda lirfum
og loks 6n@misorvandi virkni sem eykur onamissvar lirfa og eflir varnir peirra

gegn tekiferissyklum (18).
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[ verkefninu ,,Notkun lifvirkra efna { lidueldi‘ (18) voru skodud ahrif
lifvirkra efna & ludulirfur med pad ad markmidi ad auka atkomu { eldinu med
umhverfisvenum adferdum. Tilraunir voru gerdar med ymis lifvirk efni svo
sem kitésan afleidur og peptid sem unnin voru ur kolmunna, porski og ufsa.
Nidurstodur verkefnisins benda til pess ad lifvirku efnin sem rannsokud voru
varu fyrst og fremst ad nytast sem batiefni fyrir f6durdyr (Artemia).
Medhondlun hafdi ekki afgerandi ahrif 4 6rverufléru eldisins en medhondlun
lirfa { startf6drun med réttum styrk lifvirku efnanna geati haft jakved ahrif 4
afkomu og voxt lirfa (18).

Fiskiprétein hydrolysot sem unnin eru med ensimum eru medal bestu
faanlegu prétein hydrolysata hvad vardar naringarfraedilega eiginleika
(amindsyrusamsetning og meltanleiki) og hafa rannséknir synt ad hegt sé ad
vinna ur fiski peptid med margskonar lifvirkni (22). Medal annars hafa verid
unnin peptid hydrolysot ur kolmunna, porski, skarkola og ur laxi sem hafa
synt verndandi ahrif gegn krabbameini par sem afurdirnar heftu fjolgun
brjostakrabbameinsfruma (31).

Mikill dhugi er fyrir préun lifvirkra efna sem nota mé { fiskeldi til pess
ad hefta bakteriuvoxt, studla ad vexti @skilegra bakteria og/eda efla
onemissvorun lirfa sjdvarfiska 4 fyrstu og vidkvemustu stigum eldisins. Pessi
lifvirku efni geta jafnframt aukid verdmeti annars vannytts sjavarfangs og
jafnframt studlad ad minni efnanotkun { fiskeldi sem naudsynleg hefur verid til

ad draga ur affollum af voldum bakteriudlags (18).

2.4 @Greining érverufloru i umhverfissynum

Umhverfi fiska er mjog audugt af bakterium. Fjoldi bakteria { sj6 eda vatni
getur verid allt ad 1.000.000 bakteriur 4 hvern ml par sem adeins 0,1-1% peirra
eru reektanlegar 4 6sérhaefdum naringaretum (41). Hefdbundnar
rektunaradferdir 4 bakterium krefjast rektunar 4 neringaraetum, sér- eda
O0sérhafdum, og oftar en ekki er erfitt ad nd fram peim adstedum sem
bakteriurnar purfa til ad fa par til ad vaxa og fjolga sér. Sameindafredilegar
adferdir bjoda upp 4 annan moguleika vid greiningu bakteriufléru tr floknum

synum eins og umhverfissynum. Pessar adferdir hafa medal annars verid
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notadar til ad skoda erfdafraedilegan fjolbreytileika 6rvera p.e. heildarfléru
Orvera og pannig bera kennsl 4 tegundir sem eru éraektanlegar med

hefdbundnum raektunaradferdum (25, 47).

2.4.1 PCR-DGGE adferd
DGGE (e: denaturing gradient gel electrophoresis) er adferd 1 flokki DNA

fingrafara (e: fingerprinting) adferda { sameindaliffredi (9).

DGGE adferdin byggist a rafdretti PCR-magnadra erfOaefnisbuta a
polyacrylamide geli sem inniheldur linulegan afmyndandi styrkhallanda
(e: denaturing gradient). Pessir erfGaefnisbutar, af somu lengd en med
mismunandi kirnasametningu, eru sidan adskildir og mynda bandamynstur {
geli par sem hver bakteriutegund taknar eitt band a gelinu (25).

I rafdreetti ferdast einprada DNA hagar en tviprida DNA. Einprada
DNA er greinéttara, kirnin hanga 4 sykru-fosfat-kedjunni (e: sugar phosphate
backbone) 4 DNA helixinum, flekjast 1 gelinu og ferdast pvi mun hegar {
gegnum gelid vid rafdrétt samanborid vid tvipraida DNA. Gelid samanstendur
af polyacrylamide sem rafstraumi er beint i gegnum. Gelid er buid til pannig ad
pad inniheldur aukinn afmyndandi styrkhallanda sem oftast er blanda af
formamid (e: formamide) og pvagefni (e: urea). Pegar tviprida DNA sameind
er rafdregin { gegnum gelid afmyndast hiin og bradnar (e: melt) pannig ad
predirnir byrja ad adskiljast. Mismunandi sterk tengi eru 4 milli basapara og
eru tengi milli G og C sterkari en 4 milli A og T, pannig ad DNA sameind sem
inniheldur meira hlutfall GC en AT er mun stodugri og helst 4 tvipatta formi
lengra nidur { gelid. Til ad hindra ad fullkominn adskilnadur verdi 4 milli
pradanna er notadur svokalladur GC-hali (e: GC-clamp) sem er oftast um 40
bp langur. Pegar komid er ad GC-halanum stédvast sameindin og myndar band
i gelinu sem sidan er hegt er ad skoda undir UV-1j6si 1 sértoku
myndgreiningarforriti (9).

Vid greiningu bakterfufléoru med PCR-DGGE adferdinni er oftast notud
greining 4 16S rRNA geninu (mynd 5) sem er til stadar { 61lum
dreifkjornungum og gegnir par sama hlutverki. 16S rRNA er hluti af
rib6séminu sem er naudsynlegt 6llum lifverum til ad pyda mRNA yfir {

protein. 16S rRNA genid samstendur af nokkrum svedum, sum beirra eru
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breytileg eftir tegundum (e: variable regions) og hata préast hratt 1 aldanna rés
en Oonnur hafa préast mjog hagt og eru mjog vel vardveitt (e: conserved
regions) 4 milli tegunda. Genid hentar pvi vel til ymiskonar greininga a

dreifkjornungum og milli hépa peirra (38).

Escherichia coli
Ban

Mynd 5. 16S rRNA genid i Escherichia coli (7)

Muyzer et al., (1993) syndu fyrstir manna fram 4 ad ad haegt er ad nota
PCR-DGGE adferdina til ad stadfesta nerveru og hlutfallslegt magn
mismunandi tegunda bakteria { floknum umhverfissynum (25). I rannsékninni
var erfdaefni einangrad ir umhverfissynum og PCR framkvamt til ad magna
upp dkvednar radir innan V3 svedisins (e: V3 variable region) 4 16S rRNA
geninu. Notadir voru alhlida (e: universal) bakteriu visar sem pekkja dkvedinn
hluta 16S rRNA gensins og gerdar rannsoknir 4 pvi vid hvada adstedur
bandamynstrid i DGGE kom best tt. Adskilnadur erfdaefnisbiitanna kom hvad
best ut & 8 % polyacrylamide geli pegar batt var 40 bp GC-hala 4 5" enda
forward visisins sem notadur var. Rafdratturinn var keyrdur vid 200 V og
60°C. Bandamynstrid gaf dkvedna mynd af samsetningu bakteriuflérunnar par
sem styrkleiki og stadsetning banda voru talin gefa til kynna hlutfallslegt magn
akvedinna bakteriutegunda { synum (25).

Til ad rannsaka hvort dkvednar tegundir séu til stadar 1 synum er hagt
ad flytja bandamynstrid 8 DGGE gelinu yfir 4 blottunar himnu og preifa par

med sérteekum tegunda-preifurum. Vid tegundagreiningu 4 peim
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bakteriutegundum sem eru til stadar i syninu parf ad skera bond ir DGGE

gelinu, endurmagna budtana og radgreina sidan (25).

2.4.2 Kostir og gallar PCR-DGGE adferdarinnar

Notkun adferdarinnar gefur skjétar nidurstodur um samsetningu heildarfléru
bakteria 1 floknum umhverfissynum og talid er ad adferdin nytist vel til
rannsokna 4 orverufloru { fiskeldi. Ef notadir eru alhlida visar fyrir allar
raunbakteriur er mégulegt ad varpa 1j6si 4 og syna 4 myndranan hétt paer
snoggu breytingar sem geta ordid 4 orveruflérunni 4 fyrstu stigum 1 fiskeldi. Ef
porf er 4 ad leita af dkvednum bakteriutegundum i synum ma nota til pess
sérhannada visa eda preifara sem eru sértakir gagnvart dkvedinni tegund eda
tegundum. A pann hétt hefur verid synt fram 4 ad mogulegt er ad bera kennsl 4
bakteriur sem standa fyrir adeins um 1% af heildarfléru bakteria i synum (12,
25).

Muyzer et al., (1993) bentu 4 einn af annmorkum adferdarinnar sem er
ad einungis koma fram upplysingar um fjolda tegunda i samsetningu
bakteriuflorunnar en ad erfitt sé¢ ad greina tegundir sem eru { minnihluta synis
an pess ad nota til pess tegundasérhafda visa (25).

Annar annmarki PCR-DGGE adferdarinnar er ad { sumum tilfellum
gengur erfidlega ad adskilja { gelinu 16S rDNA erfdaefnisbita sem innihalda
svipada kirnasamsetningu. Adskilnadur erfdaefnisbuta byggir 4 pvi ad
kirnasamsetning erfdaefnisbutsins sem um radir sé { beinu hlutfalli vid
bradnunareiginleika hans. B&di magn G-C og A-T basapara og upprodun
peirra i butnum hefur 4hrif 4 bradnunar hitastigid. Fyrir lifverur sem eru mjog
skyldar er ekki mikid vitad um sambandid a milli kirnasamsetningar,
préunarfredilegs skyldleika og bradnunar hitastiga. Erfitt er pvi oft ad né fram
g6dum adskilnadi 4 milli mjog likra erfdaefnisbita (19).

Jackson et al., (2000) syndi fram 4 pessa takmorkun med pvi ad
framkvama stokkbreytingu 1 E. coli en bunir voru til { PCR-hvarfi 16S rDNA
erfOaefnisbiitar sem innihéldu radir sem hofdu mismunandi kirnasamsetningu.
Mismunurinn félst { 1-4 basapara breytingum fra upprunalegu rédinni.
Bandamynstur pessara rada var skodad 4 DGGE geli sem innihélt 30-55%
afmyndandi styrkhallanda. Adferdin adskildi dvalt radir med einni, priggja og
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fjogurra basapara breytingu par sem bond komu fram 4 mismunandi stad &
gelinu samanborid vid upprunalegu rodina. Radir sem hofdu tveggja basapara
breytingu frd upprunalegu r6dinni syndu ndkvamlega somu stadsetningu {
gelinu og upprunalega rodin. Flutningur rada 4 ndkvamlega somu stadsetningu
i DGGE-geli gefur pvi til kynna ad fullyrdingin um ad eitt band sé ein tegund
erfOaefnis (ein tegund bakteria) sé ekki dvalt fullgild. Pessi takmorkun a
adferdinni kemur p6 ekki 1 veg fyrir ad hegt sé ad nota adferdina til ad bera
saman Orverufléru mismunandi syna en hefur p6 ahrif 4 paer dlyktanir sem
hagt er ad draga af nidurstodum ef adferdin er notud ein og sér (9, 16).
Jackson et al., (2000) bendir jafnframt 4 a0 DGGE-adferdin sé g6d sem
upphafsadferd til ad bera saman heildarfléru bakteria tr mismunandi
umhverfissynum. Ef synin syna mismunandi bandamynstur 4 geli ma draga pa
alyktun ad orverufléran sé ekki si sama en ef bandamynstrid er svipad eda eins
er p6 ekki hagt ad fullyrda um ad synin innihaldi sému bakteriutegund.
Naudsynlegt er pvi ad skera ut bond og radgreina til ad stadfesta ad bondin
innihaldi somu radir og ad um sé ad reda einu og somu bakteriutegundina

(16).

2.4.3 PCR-DGGE og samsetning 6rverufléru i fiskeldi
Sidan Muyzer et al., (1993) syndu fram 4 nothafi PCR-DGGE adferdarinnar til

ad greina samsetningu bakteria { floknum umhverfissynum hefur adferdin verid
mikid notud til ad greina orverufloru 1 fisk- og lirfueldi og mé par nefna medal

annars {1 porsk- (6), ysu-(12) og lidueldi (17).

Brunvold et al., (2007) notudu PCR-DGGE adferdina til ad greina orverufléru
a fyrstu stigum vid strideldi 4 porski. Notadur var 35-60% afmyndandi
styrkhallandi { DGGE gelum. Syni voru tekin 1 premur mismunandi stideldis
fiskeldisstodvum 1 Noregi (6).

Ist6d A voru syni tekin (porsklirfur) um pad bil vikulega { fjérar vikur
p.e. 0,5, 13, 19 og 26 dogum eftir klak tr tveimur hlidstedum rektum. Fimm
dogum eftir klak var byrjad ad gefa lirfunum hjéldyr. Ut frd bandamynstri 4
DGGE gelum métti sja ad svipud préun 4 érveruflérunni atti sér stad { bAdum

rektum og stadfest var ad porsklirfurnar komast 1 snertingu vid bakteriur baedi
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fyrir og eftir ad peim voru gefin utanadkomandi feeda (hjéldyr). Munur 4 fjolda
banda og stadsetningu peirra 4 milli daga 0 og 5 eftir klak gaf til kynna ad
samsetning bakteriuflérunnar breyttist sem hugsanlega ma rekja til pess ad 4
fimmta degi hefst f6drun med hj6ldyrum (6), en pekkt er ad f6durdyr beri
bakterfur med sér yfir { lirfur (14). A dogum 19 og 26 eftir klak matti sj4, {
badum raektum, prji rikjandi bond sem einnig voru til stadar 4 degi 13 eftir
klak. Atta bond voru skorin it it DGGE gelinu og radgreind. Tvé peirra syndu
hastu likindi vid Alteromonas sp. (6) og hin sex vid 6raektanlegar o-
Proteobacterium sem upphaflega voru einangradar tur ysulirfum (12). Med pvi
ad skoda DGGE greininguna tr synum { stod A kom pvi { 1j6s ad
bakteriufléran var nokkud stodug, ekki var mikid um affoll og lirfur virtust
heilt yfir vera heilbrigdar (6).

I st60 B voru mikil afféll. Par voru tekin syni 57 og 58 dégum eftir
klak. Allar lirfur voru lifvana/daudvona (e: moribund) pegar syni voru tekin og
fjotlega eftir synatoku var framleidslunni fleygt. Syni voru einnig tekin af
hj6ldyrum og porungum en raektanleg fléra ur hjéldyrum og lirfum kom tr
annari stod (st6d C). Ur DGGE gelum voru skorin it fjértan bénd og pau
radgreind. T 1j6s kom ad mikid greindist af Vibrio-tegundum; Vibrio sp.LnSQ6,
Vibrio sp. Torgnes 1, Vibrio xuii, Vibrio logei, Vibrio sp. A053 og Vibrio sp.
Md. 216. Einnig greindust nokkur syni sem érektadar a-Proteobacterium og ur
porungasynum greindust 6pekktar sjavarbakteriur &samt Roseobacter sp..
Greinarhofundar drogu pa alyktun ad mikil affoll { st6d B metti hugsanlega
rekja til pess hversu mikid greindist af bakterium sem toldust til Vibrionaceae
@ttkvislarinnar (6). Margar tegundir Vibrio eru pekktir sykingarvaldar 1 fiski
og ma par nefna Vibrio (Listonella) anguillarum sem sker sig ut hvad vardar

sykingarhefileika (41).

Mclntosh et al., (2008) rannsakadi einnig samsetningu bakteriufléru { strideldi
a porski med PCR-DGGE adferdinni og voru syni tekin frd hrognum, lirfum og
fodurdyrum (hjéldyr og saltvantsrekja). Synatdokutiminn var fra klaki og ad 50
dogum eftir klak. Hjéldyr voru gefin frd degi 2 eftir klak og ad degi 42 eftir
klak en eftir pann tima var gefin saltvatnsrakja. Notadur var 40-70%

afmyndandi styrkhallandi { DGGE gelin vid DGGE greiningu (23).
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Nidurstodur pessarar rannsoknar syndu ad bakteriufléran var svipud a
hrognum og i nykloktum lirfum. Rikjandi bakteriutegundin i hrognum
greindist sem Clowellia sp. en hin hvarf fljétlega tr lirfusynum og greindist
ekki vid fyrstu synatoku eftir klak (dagur 7). Samsetning bakteriuflérunnar a
synatokutimanum syndi vel rikjandi bakteriutegundir og 4 fyrstu premur
vikunum greindist mikid af Vibro-tegundum. Fra pridju viku ad lokum
synatokutimans voru rikjandi tegundir ad greinast sem Flexibacter aurantiacus
og Mycoplasma sp. sem vard sidan rikjandi 1 6llum lirfusynum vid sidasta
synatokudag (50 dogum eftir klak). Nidurstodur greiningar 4 hjéldyrasynum
komu nokkud 4 dvart en adeins 2 bakteriutegundir af peim 15 sem greindust {
hjoldyrasynum komu fram { lirfusynum. Petta stangast 4 vid nidurstodur
annarra rannsOkna sem benda 4 ad f6durdyr beri med sér bakteriur yfir { lirfur
og ad bakteriur 1 fodurdyrum hafi mikil dhrif 4 proskun orverufléru {

meltingarvegi fiskilirfa (12, 14, 23, 36).

Griffiths et al., (2001) rannsakadi sametningu bakteriufléru 1 ysueldi og beitti
par PCR-DGGE adferdinni par sem notadur var 40-70% afmyndandi
styrkhallandi { DGGE gelin. Syni voru tekin vikulega tr 16 kerjum ysulirfa fra
klaki par til 55 dogum eftir klak. Bandamynstrid syndi vidveru rikjandi
bakteriustofna 4 timabilinu og var bakteriusamfélagid dberandi fjolbreyttara
vid upphaf fé6drunar samanborid vid lok synatdokutimans (40-55 dogum eftir
klak) (12).

A milli daga 3 og 13 eftir klak voru o-Proteobacterium tegundir
rikjandi 1 flestum kerjum. Pseudoalteromonas sp. greindist ba&di hja lirfum og
hj6ldyrum en einnig greindust adrar tegundir eins og Vibrio sp. og
Pseudomonas sp. en allt eru petta tegundir sem geta valdid usla 1 fisk- og
lirfueldi. A milli daga 17-25 eftir klak vard bakterfusamfélagid einsleitara par
sem Marinomonas sp var. rikjandi { 6llum kerjum og hélt dfram ad rikja 4 milli
daga 26 -36 eftir klak 4samt a-Proteobacterium tegundum & bord vid
Roseobacter og Sulfitobacter sp.. A milli daga 40-55 eftir klak vard
Sulfitobacter sp. rikjandi { 6llum lirfusynum undartekningarlaust (12).

I 15 kerjum féru afféll stigvaxandi 4 synatokutimanum og { lokin var
heildar lifun um 1-7,3% par sem mestu afféllin voru 4 fyrstu 20 dogunum eftir

klak. A degi 34 eftir klak drdpust allar lirfur { einu keri en 4 degi 33 eftir klak
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greindist 1 pvi keri Pseudoalteromonas sp. (ekki sama tegund og greindist milli
daga 3-13 eftir klak) og var pad ker pad eina sem greindist ekki med

Sulfitobacter sp. & synatokutimanum (12).

Heimildir syna ad PCR-DGGE adferdin sé dgat til ad greina
heildarfléru bakteria 1 porsk- og ysueldi og par breytingar sem verda 4
samsetningu bakteriufloru lirfa og f6durdyra peirra & mismunandi timum {
eldisferlinum. Med pvi ad radgreina erfdaefni fra utskornum bondum ir DGGE
gelum er hagt ad segja til um pad hvada bakteriutegundir eru til stadar { synum

(6, 12, 23).
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3 Framkvaemd, efni og adferdir
3.1 Livirk efni (ufsapeptid)

Lifvirku efnin sem notud voru i rannsékninni voru ufsapeptid (ufsa hydrolysat)
sem framleidd voru af Iceprotein ehf. 4 Saudarkroki fyrir verkefnid ,,Notkun
lifvirkra efna 1 Iddueldi** (Skyrsla Matis nr. 51-07). Hraefnid sem notad var
voru ufsaflok og adferd sem byggir 4 notkun nidurbrotsensima var notud til ad
kljufa prétein nidur { litil peptid med vatnsrofi vid basiskar adstedur
(hydrolysis). Frekari adferdalysingu 4 vinnslu ufsa peptidanna ma sja {
adferdalysingu { verkefnisins og leiddu nidurstodur efnamalinga { 1j6s ad
afurdin inniheldur 98% proétein (18).

Nidurstodur { verkefninu ,,Notkun lifvirkra efna 1 lddueldi* leiddu { 1j6s
a0 efnid hefur ekki bakteriuhindrandi 4hrif 4 bakteriustofna sem rikjandi eru {
eldi luduseida auk pess sem nidurstodur bentu til ad styrkur efnanna vid
medhondlun lifandi fédurdyra og lirfa skiptir miklu mali. Visbendingar voru
um ad medhondlun med of miklum styrk geti valdid eiturdhrifum og haft slem
ahrif 4 lirfur m.t.t. vaxtar og myndbreytingar (18). Til pess ad rannsaka dhrif
ufsapeptidanna 4 fodurdyr porsklirfa 1 pessu verkefni voru framkvemdar
fortilraunir 4 medhondlun hjéldyra med mismunandi styrk peptidanna og
blondun { mismunandi efni sem notud eru { eldi peirra. Tilraunir voru gerdar af
starfsmonnum Hafré 4 Stad og leiddu nidurstodur peirra tilrauna 1 1j6s ad
hj6ldyr pola misvel styrk medhondlunar og var ad endingu valid ad medhondla
fodurdyr med peptidunum 1 styrknum 200ppm. Peptidum var bett ut {
fodurdyraraktir 30 mindtum fyrir gjof par sem gegnumstreymistimi (e:

turnover time) 1 hjéldyrum er mjog stuttur.

3.2 Uppsetning tilrauna og skipulag

Tilraunir voru framkvamdar 4 seidaeldisst6d Hafrannséknunarstofnunar
(Hafrd) ad Stad i Grindavik. Fyrirkomulag tilrauna og synataka var skipulagt
samstarfi vid sérfredinga Matis ohf. og Hafr¢ en starfsmenn Hafré sau alfarid
um framkvemd tilrauna og synatdkur. Vid uppsetningu tilrauna { eldinu var

byggt 4 adferdum sem préadar hafa verid af starfsmonnum Hafré 4 Stad og
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notadar hafa verid til framleidslu 4 seidum til margra 4ra. Jafnframt var studst
vid reynslu sérfredinga Matis af framkvaemd svipadra tilrauna { ludueldi
Fiskey hf. Timasetning tilrauna { eldinu midast vid hrygningartima fiska og er
umfang tilrauna pvi had frambodi 4 hrognum 4 hverjum tima. Hrogn {
tilraunina voru fengin fra IceCod ehf. 1 lok hrygningartimabils (lok desember
2007).

Frj6vgudum porskhrognum var komid fyrir { alls atta hrognasiléum og
var upplag hrogna 54.000. { hrognasiléum klekjast lirfurnar eftir um 13 daga
vid 7,5°C (09.01.2008).

& hrognasild
Klak 09.01.08
I | | |
~
Synataka Synataka
Sila 1 Sila 2
>_ deqi 2 eftir klak
og lirfur ba fluttar
m m yfir { 150L lirfuker
| | | | | |
| | | /

ker1,2,3 kKerd 5 6 Ker?, 8,9
Kaontrdl Lifsi 1% Lifsi 2%

Fyrsta synataka a

Mynd 6. Uppsetning tilrauna

Tveimur dogum eftir klak var lirfum dr hrognasiléum skipt { tvo silo
adur en peim var skipt aftur nidur { tilraunakerin niu sem voru 150L sil6 (um
6.000 lirfur/sild). Prja hrognasilé voru sameinud { silé og padan var tekid
upphafssyni. Lirfur ar pessu keri var strax eftir synatoku skipt nidur { prju
tilraunaker sem eru merkt 1, 2 og 3 4 mynd 6. Lirfur ur peim fimm
hrognasiléum sem eftir voru, voru sameinadar { eitt silé og padan einnig tekid
upphafssyni. Eftir synatoku var lirfum skipt nidur { sex tilraunaker, ker 4, 5 og
6 ogker 7, 8 0g 9.

Niu eldiseiningar voru pvi notadar { tilraunirnar og medhondlad var {

pritekningu & mismunandi hatt:
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e Ker 1,2 og3 — Vidmidunarker. Medhondlad var med hefdbundnum hetti allt
timabilid.

e Ker 4,5 og 6 » F6durdyr medhondlud med ufsapeptidum og gefin lirfum 1x
a dag (morgungjof), 3x 1 viku (mén, mid, f6s). Medhondlun ad 6dru leyti med
hefdbundnum hetti.

e Ker 7,8 o0g9 — F6durdyr medhondlud med ufsapeptidum og gefin lirfum 2x
a dag (morgun- og kvoldgjof), 3x 1 viku (méan, mid, fos). Medhondlun ad 6dru
leyti med hefdbundnum hatti.

A degi prju eftir klak var byrjad ad gefa lifandi f63urdyr (hjéldyr) tt {
lirfukerin tvisvar sinnum & s6larhring. Byrjad var ad gefa lifandi saltvatnsrekju
med hjéldyrunum 20 dégum eftir klak. Hlutfall saltvatnsraekjunnar var smam
saman aukid par til lirfurnar voru eingdngu fé6dradar med saltvatnsraekju (30
dogum eftir klak) og par til par eru smam saman vandar & purrfédur fra 42 til
52 dogum eftir klak (tafla 1). Hj6ldyr voru audgud med Algamac 3000 (0,3
g/M hjéldyr) og Culture Selco 3000 (0,2 g/M hjoldyr) og saltvatnsraekjur med
Algamac 3000 (2 g/M saltvatnsrakja). Lifandi f6durdyr voru medhondlud med
ufsapeptidum og pau sidan gefin { lirfuker 3 daga 1 viku. Byrjad var ad gefa
lirfum hj6ldyr sem medhondlud voru med ufsapeptidum fra degi 5 eftir klak en

medhondlada saltvatnsrekju fra degi 26 eftir klak.

Tafla 1. Féourgjof lirfa og medhondlun fédurdyra

Dagur eftir
klak
3 F6drun hefst med hj6ldyrum
5 F60run med medhondludum hjéldyrum hefst
20 F60run hefst med saltvatnsrekju
26 F60run med medhondludum saltvatnsrekjum hefst
30 F6drun med hjéldyrum hattir

42-52 Lirfur vandar 4 purrfédur

Vid lok tilraunar voru um 20 lirfur valdar af handaho6fi dr hverju keri og par

......

hverju keri fyrir sig sem og medaltalslifun tr hverjum priggja kerja hopi.
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3.2.1 Synataka og medhondlun syna

Naudsynlegt er ad geta fyllsta hreinletis vid alla medhondlun syna og
mikilvaegt ad allur synatokubinadur sé sterill.

Upphafssyni voru tekin ur hrognasiléum tveim dogum eftir klak, 4dur
en lirfum var skipt nidur { tilraunasiléin niu, og daginn 4dur en f6drun med
lifandi f6durdyrum hofst (tafla 2). Syni voru sidan tekin af lirfum 15, 36 og 42
dogum eftir klak. Ekki voru tekin syni 4 milli daga 2 og 15 eftir klak en
mikilvaegt er ad hreyfa sem minnst vid lirfum fyrstu dagana eftir flutning til ad
leyfa peim ad jafna sig eftir flutninginn og til ad koma i veg fyrir stress af
voldum synatoku. A degi 15 eftir klak voru engin syni tekin af hjéldyrum
vegna litils frambods af peim og voru pvi notud hjéldyrasyni ur fortilraunum.
A dogum 36 og 42 eftir klak voru tekin syni af saltvatnsrekju (medhondlud og
6medhondlud).

Tafla 2. Synatokudagar

eflt)ii*lgklgk Synataka lirfa Synataka f6durdyra
2 Upphafs synataka Engin
15 Synataka Notud hjoldyrasyni dr fortilraunum
36 Synataka Saltvatnsrekja (med- og 6medhondlud)
42 Synataka Saltvatnsrekja (med- og 6medhondlud)

Vid synatokur voru lirfur veiddar upp ur siloum med tesiu & medan par voru
mjog smdar og komid fyrir { steril krukku dsamt eldisvokva en eftir pvi sem
lirfur steekkudu var farid ad veida per med haf og par losadar { sterila krukku
med eldisvokva og krukkunum komid fyrir 4 is. Syni af f60urdyrum voru tekin
med héf, skolud undir rennandi ferskvatni (2 min.) og komid fyrir { sterilum
krukkum sem geymdar voru 4 is. Oll syni voru flutt med leigubil til
Reykjavikur og sidan med flugi 4 sameiginlega rannsdknarstofu Matis, HA,
Akureyrarseturs Nattirufradistofnnar Islands og Matvalaseturs HA {

rannsOknarhusinu ad Borgum 4 Akureyri.
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Starfsmenn Matis 4 Akureyri auk nemanda sau um medhondlun syna vid
komuna til Akureyrar, en naudsynlegt er ad syni séu unnin sem fyrst eftir ad
pau koma { his.

Lirfur voru svafdar med yfirskammti af svafingarlyfinu hypnodil
(0,0051% styrkur) 1 2-5 minutur. Petta er gert svo ad lirfurnar gleypi ekki
sotthreinsiefnid (0,1% Benzalkonium kl6rid) en margar peirra eru enn lifandi
vid komuna til Akureyrar. Lirfunum var sidan hellt tr svaefingarlausninni yfir {
sterilt sigti, sétthreinsadar ad utan med pvi ad dyfa sigtinu 1 sétthreinsiefnid
(hdmark 10 sek) og sétthreinsiefnid pvi nast skolad vel 1 burtu med pvi ad dyfa
sigtinu {1 prjar lausnir af sterilu saltvatni hverja & fetur annari. Lirfur voru sidan
taldar upp ur sigtinu yfir { sterila krukku, vegnar og sterilu peptone-sjovatni
(0,1% peptone leyst upp i 70% af gémlu sjovatni) baett { upp ad tifaldri
pynningu. Lausnin var pvi nast gerd einsleit { Ultra Thurax tetara vid blondun
i 4x 10 sekundur 4 8000 rpm hrada med 10 sekindna hvild & milli.

F6durdyr voru dsamt ferksvatninu (50 ml) sem pau komu { 4
rannsOknarstofuna notud sem fyrsta pynning, en ekki var hagt ad sia
ferskvatnid fra fodurdyrum an pess ad pau faru til spillis. Lausnin var sett
beint { tetarann og gerd einleit & sama hatt og 1yst er hér ad ofan.

Af tifaldri lausn voru tekin syni { eppendorf glos (2x 1 ml) og fryst vid
-80°C til ad nota vid greiningu 4 samsetningu bakteriufléru med PCR-DGGE
adferd.

3.3 G@Greining bakteria med PCR-DGGE

Erfdaefni var einangrad ur synum fyrir pélymerasa-kedjuhvarf (PCR) og var
PCR-mo6gnun framkvaemd med alhlida bakteriuvisum sem magna upp hluta af
V4 svaedi 16S rRNA gensins. PCR-afurdir voru sidan rafdregnar 4 6%
polyacrylamide geli sem innihélt 40-70% afmyndandi styrkhallanda (DGGE).
Eftir rafdratt voru gelin litud med kjarnsyrulit, skodud undir UV-1j6si og teknar
myndir af gelum med sérstoku myndgreiningarforriti. Bond voru skorin ut tr
gelum, erfdaefni peirra endurmognud og send til Matis-Prokaria sem

framkvamdi 16S rDNA hlutaradgreiningu 4 afurdum.
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3.3.1 Einangrun DNA

Notadar voru tifaldar pynningar syna sem geymdar hafa verid 1 1,5 ml
eppendorf glosum vid -80°C. Mismunandi adferdir eru til vid DNA einangrun
en hér var erfdaefni einangrad ur synum med notkun PureGene® kit fra
Gentra.

Eftir ad frosin synin h6fdu nad herbergishita var byrjad 4 pvi ad taka
300 pl dr hverju syni fyrir sig med pipettu og fera yfir { ny eppendorf glos.
Frumur voru spunnar nidur { skilvindu vid 13.000 rpm { 3 minutur og floti
sidan hellt ofan af. Batt var ut { 300 pul af Cell Lysis Solution og blandad vel 4
vortex til ad brjéta nidur frumuveggi og glosin sidan sett { 80°C 1 5 mindtur.
Neast var beett it 1 1,5 pul af RNase A solution (4mg/ml) 1 hvert glas og blandad
med pvi ad velta glosunum um og glos sidan sett { 37°C 1 15 mindtur. Syni
voru sidan ke&ld nidur { herbergishita med pvi ad setja pau 4 is { 1 minutu. Pa
var bett ut 1 100 ul af Protein Precipitation Solution og blandad vel 4 vortex {
20 sekundur til ad fella 1t prétein { lausninni. Syni pvi neast sett 1 skilvindu vid
13.000 rpm 1 3 min. Préteinin myndudu pé botnfall en DNA var {
vatnsfasanum sem var hirtur og pipettadur yfir i ny steril 1,5 ml eppendorf
glos.

DNA botnfallid var sidan pvegid med pvi ad baeta ut 1 300 ul af 100%
isopropandli (2-propanol) og glosum velt um 50 sinnum til ad skola botnfallid
vel. Syni voru sett { skilvindu vid 13.000 rpm 1 3 mindtur og floti sidan helt
ofan af (DNA sem botnfall). isépréandlid er fjalegt og glosin latin porna med
pvi ad snia glésum 4 hvolf & hreinum pappir 1 ~ 15 -60 mindtur. Baett var pvi
nast 300 ul af 70% etandli og glosunum velt um til ad skola vel botnfallid og
gl6sin sidan sett { skilvindu vid 13.000 rpm { 2 minttur. Vokvanum helt
varlega af og etan6lid 14tid porna med pvi ad snia glosum 4 hvolf & hreinum
pappir i 5-10 mindttur.

DNAI0 var ad lokum leyst upp i 50 ul af DNA Hydration Solution og
glosin sidan sett { 65°C og hristing (400 rpm) { 1 klukkustund og sidan hofd
yfir nétt vid 20°C. Syni voru sidan geymd vid -20°C fram ad frekari vinnslu en

erfdaefnid var sidan notad sem moét (e: remplate) i PCR-mognun.
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3.3.2 Podlymerasa-kedjuhvarf (PCR)

Ur synum var hluti af 16S rRNA geni bakteria magnadur upp med notkun
alhlida bakteriuvisa; 515F-GC (5"CGCCCGCCGCGC
GCGGCGGGCGGCGGCGGGGGCACGGGGGGCGCCAGCAGLCCGCGGTA
A-3'stadsetning vid basa 515 til 533 hj4 Escherichia coli) og 806R (5°-
GGACTACCAGGGTATCAAT-3" stadsetning vid basa 806 til 787 hja E.

coli) (TAC Copenhagen). Forward visirinn er hannadur med 40 bp GC-hala &
5" endanum og er halinn undirstrikadur hér ad ofan (12). Med notkun pessara
visa magnast upp 254 basapara langur erfdaefnisbutur sem hefur mismunandi
kirnasamsetningu eftir tegundum bakteria. Notadur var TEG (3U) polymerasi
og hvarfid framkvamt { 50 pl magni.

Vid keyrslu syna 4 DGGE geli var hafdur med bakteriustadall til
vidmidunar. Hann var dtbdinn med PCR-mégnun 4 voldum hreinrektudum
bakterfustofnum og voru notadir sému visar og polymerasi og hér ad ofan en
hvarfid framkvaemt i 25 pl magni. PCR afurdum pessara stofna var sidan
blandad saman { eppendorfglasi og tr pessari blondu verdur bakteristadallinn
til. Sja bakteriutegundir stadals { toflu 7 { kafla 4.1.

Vid undirbining mognunar var tbdid mastermix sem inniheldur efnin
sem parf { mdgnunina (tafla 3). Utbda parf dvalt 6rlitid meira magn en fjoldi

syna segir til um vegna pipettuskekkju.

Tafla 3. Mastermix fyrir PCR-mognun

Efni 1 syni 25 pul 1 syni 50 pl
10x DNA Buffer 2,5 5,0
dNTP 1,25 2,5
MgCl, 1,25 2,5
F Primer (515F-GC) 1,0 2,0
R Primer (806R) 1,0 2,0
TEG polymerase (3U) 0,4 0,8
DNA (1-5 ub 6,0
dH,0 (16,6-12,6pl) 29,2
Samtals 25,0 pl 50,0 pl

Sett er einfold blanda af mastermixi 1 hvern og einn brunn og DNA méti batt

ut { eftir & Brunnum er lokad og peim sidan komid fyrir { PCR taeki (MJ-
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Research, PTC-200 Peltier Thermal Cycler). Vid PCR-mognun var notadur

eftirfarandi profill:

Tafla 4. PCR-profill

PCR
Hiti Timi Fjoldi hringja
Upphafs edlissvipting 94°C S min.
Edlissvipting 94°C 1 min.
Annealing/binding 55°C 1 min. x 40 hringir
Lenging 72°C 2 min.
Loka lenging 72°C 10 min.

3.3.3 Undirbuningur DGGE keyrslu
Vid undirbining DGGE keyrslu var fylgt leidbeiningum fra framleidanda (Bio-

Rad). Byrja parf ad utbua tver gerdir afmyndandi lausna (e: denaturing
solutions) eda svokalladra stofn-lausna (e: stock-solutions), 0% lausn og 100%
lausn. Gott er ad blanda 100 ml af hvorri stofn-lausn og geyma i kaeli (sja
vidauka I). Pegar buid er ad dtbua lausnirnar parf ad sia paer og afgasa i um 10
minutur. Lausnir geta geymst { keeli { um pad bil einn manud og purfa ad vera i
branni flosku eda flosku sem vafin er { lpappir til ad verja fyrir 1j6si.
Mikilvaegt er ad pessar lausnir hafi nad herbergishita fyrir notkun.

Til ad gelid fjollidist (e: polymerize) er bett ut i lausnir 10%
Ammonium Persulfate (AP) (sja i vidauka I) og TEMED (N,N,N',N' —
tetramethylenediamine). Gott er ad blanda AP { sterri skammti en parf fyrir
eina keyrslu sem sidan md geyma 1 frysti vid —20°C { um pad bil viku.

begar gel er titbuid parf ad blanda prjar lausnir ut fra 0% og 100%
stofn-lausnum. Magnid fer eftir pvi hvada styrkhallandi er notadur en hann er
valinn med pad { huga ad i negjanlegan adskilnad milli tegunda vid rafdritt. T
pessu tilviki var notadur 40-70% afmyndandi styrkhallandi og styrkur
polyacrylamide var 6% (12). 1 toflu 5 m4 sjd hvernig pessar lausnir eru
blandadar 1 prjar 25 ml kolbur en gott er ad snia kolbunum 1 nokkra hringi til

ad tryggja ad lausnirnar blandist vel saman. Unnid skal inni { stinkskap.
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3.3.3.1

Tafla 5. Blondun afmyndandi lausna

0% stofn-lausn 100% stofn-lausn Samtals

ml. ml. ml.
40% lausn 9,6 6.4 16
70% lausn 4,8 11,2 16
Hledslu lausn 8,0 0 8

Nest parf ad setja saman glerkassettu sem notud er til ad steypa gelid.
Pykkt gelsins er 1 mm og sterd pess er 16x16 cm. Setja parf saman glerin tvo
pannig ad pau myndi samloku og purfa glerin ad vera vandlega prifin 40ur en
hafist er handa. Setja parf 1 mm plastlista (e: spacers) 4 milli glerjanna og
maka punnu lagi af siliconi 4 p4 til ad tryggja ad gelid leki ekki. Gott er ad
maka einnig punnu lagi af siliconi undir glerin nedst. Glersamlokan er sidan
fest saman med tveim klemmum 4 hlidunum og pvi nest fest 4 standinn. Gott
er ad setja brunna-greidu 4 milli témra glerjanna og merkja 4 glerid hvar
brunnarnir enda pvi hledslu-lausnin (e: stacking-solution) fer & pad svadi.
Hledslu-lausnin myndar brunna i gelid par sem hvert syni er pipettad ofan {
einn brunn hvert 4 fatur 6dru.

Notadar eru tvar sprautur sem hvor hefur tappa 4 stitnum sem tengist {
gimmislongu. Pessar gimmislongur tengjast saman med Y stykki og padan {
eina gdmmislongu, um 9 cm, med ndl nr. 21 4 endanum. Nélin fer sidan & milli
glerjanna pegar lausnir eru komnar { sprauturnar. Sprautur eru merktar, Gnnur
merkt ,,high” og 1 hana fer 70 % lausnin, hin merkt ,,Jow” og i hana fer 40%
lausnin. Sprauturnar skrifast sidan fastar & deluna sem er stilt & 14,5 pegar
utbuid skal 16 ml gel. Passa parf ad hjolid & deelunni sé { byrjunarstédu pegar

sprauturnar eru festar 4.

Gelio steypt

Neast er komid ad pvi ad steypa gelid. Blanda skal AP og TEMED 1 40% og
70% lausnir og hledslu-lausnina en pessi efni lita gelin fjollidast. I 40% og
70% lausnir fara 58 ul af AP og 11 ul af TEMED en i hledslu-lausn 40 pl af
AP og 10 pl af TEMED. Eftir petta skref parf ad hafa hradar hendur vid ad
dela lausnunum 4 mili glerjanna a4dur en paer fara ad fjollidast en fara verdur

po varlega og fordast myndun loftbdla. Draga parf lausnir upp tr kolbum {
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3.3.3.2

vidkomandi sprautur og koma sprautunum fyrir 4 deluna, tengja slongurnar
saman og koma ndlinni fyrir 4 milli glerja. Hegt og rélega parf ad snda hjdlinu
4 delunni og dela lausnunum upp ad merkingunni 4 glerinu par sem hledslu-
lausnin 4 ad byrja. Lausn byrjar ad dalast dr ,,high” sprautunni og sidan dr
,low” sprautunni pannig ad nedst i gelinu er hasti styrkur afmyndandi efna og
efst legsti styrkurinn. Hledslu-lausnin er dregin upp { sprautu med nél og
sprautad efst 4 milli glerjanna mjog varlega. Nest ma koma greidunni fyrir 4
milli glerjanna svo ad brunnar myndist. Gelid er 14tid fjollidast ad lagmarki 1 2
klst. og gott er ad lata alpappir eda parafilm yfir efsta hlutann til ad koma 1 veg
fyrir ad efsti hluti gelsins skorpni. Ad lokum parf ad hreinsa sprautur, slongur
og ndlar vel upp ur eimudu vatni pvi annars fjollidast lausnirnar 1 slongunum

sem getur valdid stiflun.

Framkvaemd DGGE

A medan gelid er ad fjollidast parf ad undirbia keyrlsuna. Fylla parf
keyrslutankinn med 1x TAE keyrslu buffer en gott er ad blanda mikid af
keyrslu buffer { einu og geyma 1 20 L brusa (sja { vidauka I). Kveikja parf a
keyrslutekinu (BIO-RAD, DCode™ Universal Mutation Detection System) og
hitaranum pvi bufferinn parf ad vera 60°C heitur vid keyrsluna. Hitunin tekur
um pad bil 1 klst.

begar gelid hefur storknad er gelkasettan tekin dr standinum, greidan
fjarleegd varlega og 6hreinindi skolud 1 burtu dr brunnunum. 10 ml sprauta er
fyllt af 1x TAE keyrslu buffer og litlu magni sprautad ofan 1 hvern brunn.
Slokkt er 4 keyrslutankinum og gelkasettunni komid fyrir. Pegar verid er ad
keyra eitt gel parf p6 ad vera tom glerkasetta hinumegin { teekinu pvi tvaer
glersamlokur mynda ,,upper buffer* h61fid svo straumurinn leidi 1 gegnum
gelid en fylla parf petta holf med 1x TAE keyrslu buffer

Nest parf ad undirbuia synin fyrir keysluna. Blanda parf 30 pl af hverju
syni saman vid 10 pl af bldum hledslu lit (e: gel loading dye) (sja 1 vidauka I).
Oll lirfu- og fédurdyrasyni frd hverjum synatokudegi fyrir sig voru keyrd
saman 4 geli. Avallt var keyrdur med 4 geli bakterfustadall med blondu af
pekktum PCR-mognudum, hreinrektudum bakteriustofnum sem stodvast &

mismunandi st6dum { gelinu, til ad audvelda samanburd mismunandi banda &
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3.3.3.3

gelum. Vid hledslu bakteriustadla 4 gel parf adeins 15 pl af stadli og 10 pl af
bldum hledslu lit. Til ad hlada synum { brunna er notud pipetta med mjéum
oddi sem er komid fyrir ofan { brunnunum og syni pipettud i brunninn.
Naudsynlegt er ad skrifa nidur r6dina & synunum og merkja gelid til ad vita
hvernig pad 4 ad snua.

Lokid er nu sett 4 keyrslutankinn og kveikt 4 hitaranum til ad n4 aftur
upp 60°C hita 4 keyrslu buffer en vid hledslu syna hefur hitinn l&ekkad. Pegar
hitinn hefur aftur ndd 60°C ma tengja a keyrslutankinn vid rafgjafann (EC250-
90 EC Apparatus Corporation) sem stilltur er 4 60V, 20mA og 10 klst. Eftir um
pad bil 10-15 minutur skal kveikja 4 pumpunni i keyrslutankinum. Gott er ad
keyra gelid yfir nétt og gelid geymist 1 buffernum eftir rafdrattinn par til komid

er til vinnu nasta dag.

Urvinnsla syna

Eftir keyrsluna er gelkasettan tekin ur keyrslutekinu og gler adskilin. Gott er
ad hafa gelid 4 einu glerjanna og fera pad yfir { litunarkassa. Gelid er sett ofan
i kassann og litad med SYBR Gold kjarnsyrulit (Invitrogen) 1 15 mindtur,
SYBR Gold kjarnsyrulitur er einn af nemustu kjarnsyrulitum 4 markadnum {
dag og er mun n@mari en ethidium bromide sem oft er notad vid kjarnsyrulitun
(15). Eftir pad er gelid tekid afar varlega upp tr litunarkassanum og pvi komid
fyrir undir UV-1j6si med InGenius LHR takjabinadi og loks greint med
myndgreiningarforriti (Gene tools, Syngene) par sem hver bakteriutegund er
hugsanlega greind sem eitt band 4 gelinu. Fara parf mjog varlega vid alla
medhondlun 4 gelunum, pau eru afar vidkvem og geta rifnad audveldlega

Valin voru dkvedin bond tr DGGE gelum sem voru skorin ut. Reynt
var ad velja bond sem voru ekki med somu stadsetningu 4 geli og bond fra
bakterfustadli en einnig var reynt ad velja bond sem voru til stadar { mérgum
synum med somu stadsetningu. Bond sem voru til stadar { fium synum voru
einnig skorin ut. Ekki er hegt ad skera ut 61l dhugaverd bond ur gelum pvi
bondin dofna flj6tt undir UV-1j6sinu auk pess sem UV-1j6sid brytur nidur
DNA.

Bondin voru skorin it med daudhreinsudum pipettuoddi eda

skurdarhnifsbladi og komid fyrir { sterilu eppendorfglasi med 50 pl af MilliQ-
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vatni. Til ad leysa upp erfdaefni fra gelinu voru syni sett i skilvindu 1 5
sekundur og teknir 5 pl G hverju syni { PCR-hvarf sem framkvamt var { 25 pl
magni med somu visum, polymerasa og PCR profil og 1yst er { kafla 3.3.2.

Hreinraktadir bakteriustofnar, sem notadir eru i bakteriustadal, og
erfdaefni dr ttskornum bondum var sent til hlutaradgreiningar hja Matis-
Prokaria. Efdaefni bakteriustofna i bakteriustadli var magnad upp og vid pad
voru notadir visar sem magna nénast allt 16S rRNA genid; F9 (5°-
GAGTTTGATCTGGCTCAG- 37 ; stadsetning vid basa 9 til 27 hja E. coli) og
R1544 (5"-AGAAAGGAGGTGATCCA- 37 ; stadsetning vid basa 1544 til
1528 hjé E. coli). Framkvamd var hlutaradgreining 4 16S rRNA geninu med
notkun sérhefs radgreiningar visis (R05). PCR afurdir fr4 utskornum béndum
voru radgreindar med notkun 515F visis. Nidurstodur hlutaradgreiningar voru
sidan fengnar med ad bera saman basaradir vid pekktar radir ur BLAST (26)
og RDP (35) gagnabdnkum 4 netinu. Sja ma radir { vidauka II.
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4  Nidurstodur

4.1 Nidurstdour radgreiningar

I toflu 6 m4 sja nidurstodur peirra banda sem voru send til hlutaradgreiningar.

bvi midur fengust ekki nidurstodur peirra banda sem merkt eru (a-g) 4 mynd 7

i teeka tid fyrir skiladag pessa verkefnis. Paer nidurstodur verda ad bida betri

tima.

I toflu 7 md sjd nidurstodur hlutaradgreiningar fyrir hreinrektada

bakteriustofna sem notadir voru { bakteriustadal 4 gelum en pessir

bakterfustofnar voru einangradir ur rektanlegri 6rverufléru ludulirfa

verkefninu ,,Notkun lifvirkra efna i lddueldi* og radgreindir hja Matis-Prokaria

(18).

Tafla 6. Niourstoour hlutaradgreiningar fra ttskornum bondum

£
= AL
£ 5 Stadfesting Deild Fjolskylda/hépur
2 = (BLAST) (%) (RDP) (%) (RDP) (%)
h e Vibrio sp. 100  y-Proteobacteria 100 Vibrionaceae 100
. Vibrio sp. 100 . Vibrionaceae 100
! * Shewanflla sp. 100 y-Proteobacteria 100 Shewanellacea 100
j e Vibrio sp. 100  y-Proteobacteria 100 Vibrionaceae 100
k e Sphingomonas sp. 100 (of 4 basapor)
I e MUt DNATC gy g6 (of f4 basapor)
m A Sphingomonas sp. 100  a-Proteobacteria 100  Sphingomonadaceae 100
n A Acidovorax sp. 100  B-Proteobacteria 100  Comamonadaceae 89
o e Flavobacterium sp. 100  Flavobacteria 100 Flavobacteriaceae 100
p ® Acidovorax sp. 100  B-Proteobacteria 100  Comamonadaceae 99

Vibrio sp. 100 . Vibrionaceae 100

a ° Shewanflla sp. 100 y-Proteobacteria 100 Shewanellacea 99
r e Shewanella sp. 100  y-Proteobacteria 100  Shewanellaceae 99
s o Vibrio sp. 100 (of 4 basapor)

o = borsklirfur A = Artemia
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Tafla 7. Tegundir i bakteriustaoli

Band Tegund Adgangsnumer i GenBank
A Pseudoalteromonas elyakovlii AB000389.1
B Vibrio splendidus AJ874364.1
C  Roseobacter algocolus X78313.1
D  Shewanella baltica CP000891.1
E Streptomyces sp. EU547513.1

4.2 DGGE mynstur, dagur 2 og 15 eftir klak

A mynd 7 m4 sjd ad 4 6drum degi eftir klak er bakterfufléra lirfa Gr badum

upphafssiléum nokkud fjolbreytt en greinilega ma sja 5 til 6 bond 1 pessum

synum. Bakteriufloran er einnig mjog svipud p.e. bondin koma fram a

svipudum stodum { gelinu p6 styrkleiki banda sé adeins frabrugdinn. A pessum

timapunkti eru lirfurnar ekki farnar ad f4 utanadkomandi fadu.
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Mynd 7. DGGE mynstur tr synum fra dogum 2 og 15 eftir klak. Syni tr silo 1 og 2 (2
dagar eftir klak). Syni ar tilraunakerjum 1-9 (15 dagar eftir klak) merkt med
upprunasiléi (1 eda 2), hjéldyrasyni medhondlud med ufsapeptioum (H-U), 6medhondlud
hjoldyrsyni (H-K) og bakteriustadall (St.). Bond ttklippt og send i radgreiningu (a-g).
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15 dogum eftir klak hafa lirfurnar narst 4 hjoldyrum 1 13 daga og er
bakteriufléran ordin mun einha&fari { flestum tilraunakerjunum en pé ekki {
kerjum 5 og 6 par sem bakteriufléran er mjog fjolbreytt.

Ef horft er 4 kontrélkerin pé er ad greinist adeins eitt band { lirfum dr
kerjum 1 og 2 sem er hugsanlega sama band og sja ma 4 degi 2 eftir klak 1 silo
1. Ker 2 er mjog svipad og ker 1 en p6 virdast mota fyrir fleiri bondum (mjog
daufum). Ker 3 er frabrugdid kerjum 1 og 2 en par m4 sja greinileg 4 bond og
fleiri mjog dauf.

Lirfur dr kerjum 4-6 fengu ufsamedhondlud hjoldyr 1x 4 dag (3x 1
viku) og eru lirfur 1 kerjum 5 og 6 med mjog svipada og fjolbreytta
bakteriufloru. Par ma sja greinileg 6-8 bond og 3 peirra méd hugsanlega einnig
sja & degi 2 eftir klak { sil6i 2. Ker 4 er mjog frabrugdid kerjum 5 og 6 par sem
einungis 2 bond eru til stadar og annad peirra mjog dberandi. Pessi 2 bond
greinast ekki 2 dogum eftir klak { sil6 2.

Ker 7 og 9 (syni ur keri 8 misforst) hafa fengid ufsamedhondlud
hj6ldyr 2x 4 dag (3x 1 viku). I keri 7 greinast einungis 2 bond og annad peirra
er mjog dberandi. I lirfum dr keri 9 greinast 4 bond og m4 par finna sama
aberandi bandid og { keri 7. Petta band sem greinist { kerjum 7 og 9 ma einnig
finna { lirfum ur kerjum 3 og 4.

Hjoéldyrasynin komu ekki vel it og adeins greinast bond 1 einu syni af
peim sem rannsokud voru og eru pad ufsamedhondlud hjoldyr. Greinilega ma

sja par 3 bond sem hugsanlega ma greina { lirfum { hluta tilraunakerjanna.
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4.3 DGGE mynstur, dagur 36 eftir klak

Mynd 8 synir ad 36 dogum eftir klak hefur bakterfufléran gjorbreyst fra fyrri
synatokudegi og er ordin mjog einhef. I 61lum kerjum, ad undanskildum
kerjum 6 og 9, ma greina 2-3 bond (h, i og j) sem samkvamt nidurstédum

radgreiningar eru allt Vibrio sp..

Silo

St1 1 1 1 2 2 2 2 2 2
Ker

1 24 131 £ PL a6 73 8% |9 A-U
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Mynd 8. DGGE mynstur vr synum fra degi 36 eftir klak. Syni dr tilraunakerjum 1-9
merkt med upprunasiléi (1 eda 2), medhondlad Artemia syni (A-U) og bakteriustadall
(St.). Bond utklippt og send i radgreiningu (h-n) og pzer nidurstédur ma sja i toflu 6.

I keri 6 m4 einnig greina pessi sému bond auk annars sem skv. nidurstédum
radgreiningar er Sphingomonas sp. (k). Annad mjog dauft band er til stadar
sem ekki var haegt ad skera it en pad hefur svipada stadsetningu og band (n) ur
f6durdyrum sem greinist sem Acidovorax sp. skv. radgreiningu. I keri 9
greinist adeins eitt band (1) og hefur pad mestu likindi vid hvatbera DNA ur
fiski.

Adeins var keyrt eitt syni af fédurdyrum (Artemia) a pessu geli og er
pad ufsamedhondlud Artemia. 1 pessu syni greinast 3 bond greinilega auk

tveggja mjog daufra banda. Band (m) greinist skv. nidurstodum radgreiningar
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Shingomonas sp. og band (n) sem Acidovorax sp.. Pridja bandid er hugsanlega

pad sama og band (j) ur keri 6 sem greint var Vibrio sp..

4.4 DGGE mynstur, dagur 42 eftir klak

Mynd 9 synir miklar breytingar a bakteriuflérunni 4 degi 42 eftir klak
samanborid vid dag 36 eftir klak. Vibrio-tegundirnar sem rikjandi voru 4 degi

36 eftir klak greinast enn { nokkrum synum en adrar tegundir finnast einnig.

Silo 1 1 1 2 2 ).
Ker 11 2 F% 113 B 16
" 0 4
L |
, r
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Mynd 9. DGGE mynstur ur synum fra degi 42 eftir klak. Syni ur tilraunakerjum 1-9
merkt med upprunasiléi (1 eda 2), syni fra 6medhondladri Artemia (A-K), syni fra

Artemia meohondlari med ufsapeptioum (A-U) og bakteriustadall (St.). Bond utklippt og
send i radgreiningu (o-s) og peer nidurstodur ma sja i toflu 6.

s

Ef horft er 4 ker 1-3 pa sést ad bakteriuflora lirfa er mjog mismunandi. [
keri 1 er eitt mjog dberandi band og ber pad nokkurnveginn upp 4 sama stad {
gelinu og band B 1 bakteriustadlinum sem er Vibrio splendidus. Petta band
greinist ekki { kerjum 2 og 3. I keri 2 md sja 3 bond og énnur 4 eru
Ogreinilegri. Band (o) er skv. nidurstodum radgreiningar Flavobacterium sp.

og er ekki ad sja greinilega { 6drum synum, band (p) sem Acidovorax sp. sem
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hugsanlega ma sja einnig i fédurdyrum a degi 36 eftir klak og 1 keri 6 sama
dag. Bandid sem er hvad mest dberandi hefur mjog svipada stadsetningu {
gelinu og band (s) { keri 7 sem er skv. nidurstodum radgreiningar Vibrio sp.. I
keri 3 eru sjdanleg 3 bond, band (q) er Vibrio sp. og hefur svipada stadsetningu
a gelinu vid band (h) fra degi 36 eftir klak (Vibrio sp.). Annad band 1 pessu
keri hefur svipada stadsetningu og band A fra bakteriustadli
(Pseudoalteromonas elyakovlii) og loks er dauft band sem hefur svipada
stadsetningu og band (s) 1 keri 7 sem var greint sem Vibrio sp..

Mismunandi bakterfufléra er einnig { lirfum ur kerjum 4, 5 og 6. Tvo
bond greinast p6 1 6llum kerjunum, annarsvegar band sem hefur svipada
stadsetningu og band A { bakteriustadli (Pseudoalteromonas elyakovlii) og
hinsvegar band sem hefur svipada stadsetningu og band (s) ur keri 7 (Vibrio
sp.). I keri 4 greinist einnig band 4 svipudum stad og band B { bakterfustadli
(Vibrio splendidus). Ef horft er 4 ker 5 pa er bakteriufloran fjolbreyttust par af
pessum premur kerjum og m4 sja um 9 bond, par af 4 mj6g dauf. Band (r)
greindist sem Shewanella sp. enda hefur pad mjog lika stadsetningu og band D
i bakteriustadli (Shewanella baltica). Petta band sést ekki 1 kerjum 4 og 6 né
neinum 8drum synum fra pessum synatokudegi. Ker 6 hefur mjog svipad
bandamunstur og ker 3 og 8 en par eru einungis 3 bond ad finna. Tvo peirra
greinast lika 1 keri 4 en 1 band hefur mjog svipada stadsetningu og band (q) ur
keri 3 (Vibrio sp.).

Lirfur tr kerjum 7, 8 og 9 hafa svipada bakteriufléru. I kerjum 7 og 8
eru vel greinanleg 3 bond og 6nnur 2 eru mjog 6greinileg. Tvo pessara priggja
banda eru hugsanlega Vibrio sp. og pad pridja hefur svipada stadsetningu og
band A { bakterfustadli (Pseudoalteromonas elyakovlii). I keri 9 m4 sj4 4 dauf
bond par sem tvo peirra greinast lika i kerjum 7 og 8 (Vibrio sp. og band A,
Pseudoalteromonas elyakovlii).

Badi synin af fé6durdyrum koma mjog illa Gt og ekki er unnt ad greina

afurdir 1 pessum synum.
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4.5 Reiknud afkoma ur tilraunakerjum og gaedi lirfa

42 dogum eftir klak var tilrauninni hatt og reiknud var afkoma ur hverju keri
fyrir sig sem og medaltals afkoma fyrir hvern tilraunah6p fyrir sig. Einnig
voru um 20 lirfur lengdarmeldar tr hverju keri og paer skodadar m.t.t.

utlitsgalla (tafla 8).

Tafla 8. Lifunarprésenta lirfa og fjoldi utlitsgalla

Fjoldi
Tilraunaker L(l;:l )n Lifun per hép (%) li;lft;lzsfg;l;;?;:m

lirfum
1 11,1% Oaf 19
2 10,3% 12,8% 3 af 20
3 17,0% 7 af 22
4 8,7% 1 af 19
i 8,7% 12,4% 1 af 19
6 19,8% 0 af 20
7 12,8% 1 af 21
8 16,3% 13,9% 1 af 19
9 12,8% 1 af 20

* A degi 15 eftir klak for af rafmagn { kerinu og um 300 lirfur déu

11j6s kom ad besta afkoma tr stoku tilraunakeri kom tr keri 6 eda
19,8% lifun. Best var medaltals afkoma ur peim hép sem var medhondladur
2x 4 dag med ufsapeptidum (3x 1 viku) 4 synatokutimanum en par var lifun
lirfa 13,9%. Utlitsgallar voru flestir { lirfum { kontr6lh6p en dberandi fastir {

badum medhondludu hépunum.

Tafla 8 er einfoldud ur steerri toflu sem kemur fra starfsmonnum Hafré a Stad

og ma sja i vidauka III.
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5 Umraedur

Ufsapeptidin sem notud voru { rannsékninni virdast ekki hafa haft hamlandi
ahrif 4 voxt dkvedinna hopa bakteria 1 lirfum eda f6durdyrum par sem ekki er
ad sja minni fjolbreytni 1 bakteriufléru medhondludum og émedhéndludum
lirfum. Medhondlun virdist hinsvegar hafa jakved ahrif 4 gadi lirfa og atkomu
eins og sja ma { toflu 8. Best var medaltals afkoman { kerjum 7, 8 og 9 en par
voru lirfur fédradar tvisvar sinnum 4 dag med lifandi f6durdyrum sem
medhondlud voru med ufsapeptidum. Lifun lirfa 1 pessum kerjum var ad
medaltali 13,9% 4 moéti 12,8% lifun lirfa 1 vidmidunarhép (ker 1, 2 og 3).

Athyglisvert er einnig ad horfa 4 afkomutdlur ur lirfukerjum 4, 5 og 6
par sem lirfur voru fédradar einu sinni 4 dag med f6durdyrum sem
medhondlud voru med ufsapeptidum. A degi 15 eftir klak f6r rafmagn af 1 keri
5 sem hafdi per afleidingar ad mikil affoll urdu 4 lirfum og lifun { pvi keri var
adeins um 8,7% {1 lok tilraunarinnar. Lifun lirfa i keri 6 var hinsvegar 19,8% og
var best afkoma lirfa { pessu keri ef horft er 4 einstaka ker. Ef ker 5 er
undanskilid, er medaltalsafkoma lirfa i pessum hép 14,3% og pvi hugsanlega
hagt ad draga pa dlyktun ad f6drun lirfa med medhondludum fé6durdyrum 1x &
dag hafi jafnvel haft betri ahrif 4 lirfurnar en f68run med f6durdyrum sem
fengu medhondlun 2x 4 dag.

Svo virdist sem ad ufsapeptidin hafi jadkvad 4hrif 4 gedi lirfanna par
sem dberandi ferri utlitsgallar voru & lirfum sem medhondladar voru med
ufsapeptidum samanborid vid vidmidunarhép (tafla 8). Petta samramist peim
nidurstodum sem fengust 1 verkefninu ,,Notkun lifvirkra efna 1 lddueldi” (18)
en per gafu visbendingar um ad f6drun lddulirfa med fé6durdyrum sem
medhondlud voru med fiskpeptidum gaeti hugsanlega haft jakvaed ahrif &
myndbreytingu lirfa.

Nidurstodur pessarar rannsOknar gefa pvi visbendingar um ad
medhondlun fédurdyra med ufsapeptidum 1 porskeldi hafi jakvad ahrif a lirfur
m.t.t. lifunar svo og gada lirfa. Pad er pvi dhugavert ad rannsaka frekar dhrif
lifvirkra fiskpeptida i porskeldi med pad ad markmidi ad auka lifun og gadi

lirfa um leid og verdmeti afurdanna sem peptidin eru unnin dr eru aukin.
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Nidurstodur radgreiningar 4 bondum sem skorin voru tr gelum syna ad
i einu keri greinist hvatbera DNA (band 1, 36 dogum eftir klak) sem
vantanlega er Ur porskseidunum. Petta band sést ekki { 6drum synum og
bendir pad til pess ad vinnsla & pessum floknu synum geti i einstaka tilfellum
leitt til pess ad vid utdratt DNA eda PCR-mognun 4 erfdaefninu geti erfdaefni
porsksins ordid yfirgnefandi. Visarnir sem notadir eru {f PCR-mdgnun eru
alhlida bakteriuvisar en svo virdist sem moguleiki sé 4 ad visarnir nai ad
magna upp hvatbera erfdaefni porsksins. Adferdin var sett upp og préud i
verkefnum sem { gangi eru 1 samstarfi Matis ohf. og Haskdlans & Akureyri vid
Fiskey hf. og fleiri adila par sem rannsoknir beinast ad heildarfléru bakteria &
fyrstu stigum lddueldis. T fyrstu var petta ansi stért vandamal og syndi
radgreining 4 utskornum bondum ur gelum ad 18S rRNA tr Iddulirfunum voru
yfirgnaefandi { synunum (4). I fyrstu voru notadir adrir visar en sem einnig
voru alhlida bakterfuvisar (338F og 518R) og magna upp dkvednar radir innan
V3 svadisins 4 geninu, en vid préun adferdarinnar hefur m.a. verid skipt um
visa og hafa visarnir sem notadir eru i pessu verkefni, 515F-GC og 806R (12),
verid notadir med gédum drangri.

Langur timi hefur farid 1 pad ad préa og betrumbzta PCR-DGGE
adferdina til ranns6kna 4 heildarfléru bakteria 4 fyrstu stigum lidueldis og er
petta verkefni unnid ut fra peirri adferd. Profud hafa verid mismunandi visapor
sem magna upp mismunandi svedi innan 16S rRNA gensins en pekkt er ad
honnun visanna hefur mikil dhrif 4 pad hvada sva&di innan gensins eru mognud
upp { PCR (38). Vid préun adferdarinnar hafa auk pess verid reyndar ymsar
mismunandi adstedur vid ad keyra afurdirnar 1 gegnum gelin og ma par sem
demi nefna styrk polyacrylamide { gelinu sem og styrk afmyndandi efna en
hvort tveggja hefur ahrif 4 adskilnad afurda i gelunum. Nidurstodur pessara
rannsOkna syna ad med notkun visaparsins 515F-GC og 806R, 6%
polyacrylamide gel og 40-70% afmyndandi styrkhallanda fast g6dur
adskilnadur milli banda dr umhverfissynum a fyrstu stigum ladueldis.
Hinsvegar hefur ekki enn tekist ad leysa pau vandamal sem tengst hafa
greiningu bakterfufloru { synum af f6durdyrum (Artemia). Oftar en ekki hafa
ekki greinst nein bond { pessum synum og reyndist sama vandamal uppi a4
teningnum { pessu verkefni (myndir 7 og 9). Astzdur pessa ma hugsanlega

rekja til adferdarinnar sem beitt er vid ad einangra DNA en hingad til hefur
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verid notad einangrunarsettid PureGene® fra Gentra. Préfadar hafa verid
mismunandi ttgéfur af adferdinni sem og ad nota adrar einangurnaradferdir par
sem frumurof var m.a. framkvaemt med Chelex adferd.

bvi var dkvedid 1 pessu verkefni ad nemandi skyldi rannsaka adrar
leidir til einangrunar & DNA ur synum af f6durdyrum. F6durdyr eru audgud
med fitublondum og eru pvi afar fiturik og likur eru taldar 4 pvi ad fituinnihald
fodurdyranna hafi eitthvad med pad ad gera hversu erfidlega gengur ad
einangra DNA ur pessum synum. Reynd var adferd sem reynst hefur vel vid
einungrun ,,erfidra” syna, fendl-kléroform adferdin (25) en su adferd er fremur
timafrek og krefst auk pess notkunar 4 mjog eitrudum efnum s.s. fendl og
kléroform. Einnig var reynd adferd sem jafnan er notud 4 rannsknarstofu
Matis-Prokaria fyrir ,,erfid” syni og er si adferd einnig timafrek og par sem
einnig er notad fendl vid einangrunina. Badar pessar adferdir skiludu svipudum
arangri og fékkst med notkun PureGene® kit og var pvi akvedid ad halda
afram ad nota PureGene® kit frd Gentra vid einangrun DNA { verkefninu. Vel
gengur ad einangra bakteriu DNA tr hluta syna af f6durdyrum en i 6drum

greinast engin bond pegar afurdirnar eru keyrdar i DGGE.

Mikil affoll hafa jafnan verid tengd vid eldisumhverfi sem og
bakterfudlag frd f6durdyrum og tekiferissyklum (27). Onzmiskerfi fisklirfa er
i upphafi mjog 6proskad og eru pear pvi ekki vel { stakk btinar til ad bregdast
vid miklu bakteriudlagi (41). Samsetning bakteriufloru { lirfum getur verid
mjog mismunandi pvi pekkt er ad lirfur drekki eldisvokvann 4dur en par taka
til sin utanadkomandi feedu og jafnframt er pekkt ad f6durdyrin geta borid
baedi ®skilegar og 6é@skilegar bakteriur med sér yfir { lirfurnar (27). Pvi er
mikilvegt ad reyna ad kortleggja samsetningu bakteriuflérunnar { lirfueldinu ef
leita 4 leida til ad halda bakterfufjolda 1 skefjum og reyna ad koma 1 veg fyrir
mikil affoll & pessu vidkvama stigi (18).

I 1j6s kemur pegar DGGE gelin eru skodud saman ad mikill
fjolbreytileiki greinist { bakteriuflérunni, bedi pegar lirfusyni tr mismunandi
eldiseiningum eru borin saman svo og i lirfum 4 mismunandi proskastigum.
Almennt mé segja ad bakteriufléran verdi einhafari pegar 4 lidur

synatokutimann en p6 med nokkrum undantekningum.
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Mikid greinist af Vibrio-tegundum { synum, sérstaklega { synum sem
tekin eru 36 dogum eftir klak, og samremist pad 6drum rannséknum 4
samsetningu bakteriufloru 4 fyrstu sigum porskeldis (6). Innan Vibrio-
@ttkvislarinnar ma badi finna tegundir sem notadar hafa verid sem
batibakteriur {1 fiskeldi svo sem Vibrio alginolyticus, (45) og tegundir sem eru
pekktir sykingarvaldar { fiski 1 eldi t.d. Vibrio (Listonella) anguillarum (41).

Ef skodad er hvernig bakterfufloran er { kerjum 42 dogum eftir klak ma
sja & bandamunstri gelsins ad bakterfufléran er mjog svipud i kerjum 3, 6, 7 og
8. I 61lum pessum kerjum m4 greina 3-4 bond med svipada stadsetningu 4
gelinu. Tvo pessara banda voru greind sem Vibrio sp., pad pridja hefur svipada
stadsetningu og band A { bakteriustadli (Pseudoalteromonas elyakovlii) og pad
fjorda hefur svipada stadsetningu og band (e), 4 geli med synum tekin 2 og 15
dogum eftir klak, sem ennpd 4 eftir ad radgreina. I pessum fjérum kerjum
fékkst best afkoma lirfa { tilrauninni, p.e. 17,0% lifun { keri 3, 19,8% 1 keri 6,
12,8% 1 keri 7 og 16,3% 1 keri 8, samanborid vid 13,0% medaltalslifun { 6llum
tilraunakerum 4 timabilinu. Auk pess greindust engir utlitsgallar 4 lirfum {
urtakinu dr keri 6. Bakteriufléran hefur pvi préast yfir tilraunatimann {1 pa 4tt
ad svipud samsetning bakteriufléru greinist { lirfum tr kerjum par sem afkoma
lirfa var best og m4 pvi ef til vill draga pa alyktun ad semsetning bakteriufloru
i pessum kerjum hafi g6d ahrif 4 porsklirfurnar 4 pessum fyrstu og
vidkvemustu stigum eldisins.

Afkoma ur lirfukerjum { tilrauninni var g6d midad vid afkomu {
stodinni almennt sem er ad medaltali um 10%. Petta kemur nokkud 4 dvart
vegna pess ad hrognin sem notud voru sem efnividur { tilraunina voru fengin {
lok hrygningartimabilsins en pekkt er ad gaedi hrogna sem fengin eru vid lok
hrygningartimabils eru ekki eins g6d og g&di hrogna { upphafi timabils (43).
Afkoma og gadi lirfa sem fengu lifvirku efnin reyndist yfir medallagi ef
tilraunahépurinn er skodadur 1 heild sinni og ad medaltali betri { peim hop sem
f6dradur var med medhondludum fé6durdyrum 2x 4 dag samanborid vid 1x &
dag. Rannséknin var framkvemd { pritekningu og ma pvi draga pa alyktun ad
medhondlun med ufsapeptidum geti skilad hradari vexti svo og battri afkomu
og gedum lirfa. P6 4 eftir ad rannsaka frekar pad magn peptida sem hentugast
er ad nota, lengd medhondlunartima og ekki sist hvort medhondlun skilar sér

auknum vexti og betri afkomu lirfa pegar lengra 1idur fram { eldisferilinn.
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6 Samantekt/ Lokaord

Megin rannséknarspurningum pessa verkefnis hafa verid gerd skil. I 1j6s kom
ad mynstur heildarfléru bakteria i porsklirfum er mismunandi b&di pegar lirfur
i einstaka tilraunaeiningum eru bornar saman svo og 4 milli mismunandi
timabila { proskunarferli peirra. Breytingar ma sj4 4 samsetningu
bakterfuflérunnar fra pvi skommu eftir klak, pegar lirfur eru enn ekki farnar ad
fa utanadkomandi f6dur, og fram ad nestu synatdku pegar lirfur eru farnar ad
fa lifandi f6durdyr. Einnig kom { [j6s ad mynstur bakterfuflérunnar tengist
hugsanlega atkomu og gedum lirfa. Svipud bakteriufléra var { lirfum dr
kerjum par sem afkoma lirfa var best en bandamynstrid { geli fra lirfum tr
pessum kerjum var 6likt bandamynstri lirfa { 5drum kerjum par sem afkoma
var ekki jafn g6d. F6drun lirfa med f6durdyrum sem medhondlud voru med
ufsapeptidum gefur visbendingar um ad medhéndlunin geti skilad hradari vexti
svo og battri afkomu og geedum lirfa. Mynstur bakterfufloru lirfa dr pessum
kerjum var nokkud frabrugdin bakteriumynstri { 6medhondludum lirfum og ma
pvi draga pa alyktun ad medhondlun med ufsapeptidum hafi hugsanlega 4hrif 4
samsetningu bakteriufléru porsklirfa.

[ verkefninu gekk brosuglega ad rannsaka bakteriufléru f6durdyra med
peim adferdum sem til pess var beitt og er pad vandamal sem ekki hefur verid
leyst. Hugsanlega parf ad finna adrar leidir til ad einangra erfdaefni bakteria ur
fodurdyrum en adferdin skilar stundum gédum nidurstddum og stundum
engum og ekki er fyllilega 1j6st hvada astedur liggja par ad baki.

Med pessu verkefni hefur verid synt fram 4 ad PCR-DGGE adferdin er
aget leid til ad rannsaka samsetningu bakteriufléru porsklirfa 4 fyrstu stigum
porskeldis. Med pvi ad skera ut erfdaefni ir bondum DGGE gelsins og
radgreina erfdaefnid ma fa upplysingar um pad hvada tegundir bakteria er ad
finna { synum sem getur verid mjog mikilvaegtad vita. Ahugi er fyrir pvi ad
finna leidir til pess ad styra samsetningu bakteriufléru 4 pessum fyrstu og
vidkvemustu stigum eldisins. PCR-DGGE adferdin virdist pvi hentug leid til
pess ad rannsaka par breytingar sem verda 4 bakterfufléru lirfa og f6durdyra

vid mismunandi medhondlun { eldinu.
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8 Vibdaukar
8.1 Vidauki l. Efni og lausnir fyrir DGGE

Tafla 1. Lausnir fyrir DGGE

Heiti lausnar Framleidandi Magn
100% afmyndandi lausn (6% gel)
40% Acrylamide/Bis Bio-Rad 15 ml
50x TAE buffer Bio-Rad 2ml
Formamid (afjénad) Sigma 40 ml
bPvagefni Bio-Rad 42 ¢
dH,O upp ad 100 ml
Samtals: 100 ml
0% afmyndandi lausn (6% gel)
40% Acrylamide/Bis Bio-Rad 15 ml
50x TAE buffer Bio-Rad 2ml
dH,0 83 ml
Samtals: 100 ml
1x TAE keyrslu buffer
50x TAE buffer Bio-Rad 280 ml
dH,0 13720 ml
Samtals: 14000 ml
10% Ammonium Persulfate lausn
Ammonium Persulfate Bio-Rad 0,1¢g
dH,0 1 ml
SYBR Gold kjarnsyrulitur (pH ~ 8)
SYBR Gold 10.000 concentrate Invitrogen 10 pl

1x TAE buffer 100 ml




8.2 Vibdauki ll. 16S rRNA radir ur hlutaradgreiningu

Band (h)
CCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTC
TACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCAATTCCGAGGT
TGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGCGCTTTAC
GCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGG
CGCCceeeaTseeee

Band (i)
GCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCT
GAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCAATT
CCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGC
GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGG
CTGCTGGCGCCCCCCGTGCCeeeG

Band (j)
GGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCT
ACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAAT
GCTATTCCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCT
GCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGLCCee

Band (k). Radgreiningin var léleg nema pessi hluti:
CCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAATAACGCTAGCTCCCTCC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCCC

Band (1)
GGAGGTTTAGGGCACTTTCGTGATTGTTCTTCGTGACTTCGGATGCGTATAA
CTGCTTTGAAGCTGTTCGGCCATATTTTCTCTTTTTTCTTAACCACGCTTTA
CGCCGTTTTTCATCAATTTGGGCCTCTCGTATTACCGCGGCTGCTGGLCGCCA
CCCGTGCCC

Band (m)
CTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCAC
TCACCTCTCCTGGATTCAAGCGATGCAGTCTTAAAGGCAATTCTGGAGTTGA
GCTCCAGGCTTTCACCTCTAACTTACAAAGCCGCCTACGTGCGCTTTACGCC
CAGTAATTCCGAATAACGCTAGCTCCCTCCGTATTACCGCGGLCTGLCTGGEG
CCCCCGTGCceec



Band (n)
TTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACAC
GCGGAATTCCATCCCCCTCTGCCGTACTCTAGCTATACAGTCACAAATGCAG
TTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGTCTTATATAACCGCCTGCGC
ACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCGLCCCCe

Band (o)
TCATATATTAGTAGTAACCTGCCTTCGCAATTGGTATTCCATGTAATCTCTA
AGCATTTCACCGCTACACTACATATTCTAGTTACTTCCTAATAATTCAAGTC
AGACAGTATCAATGGCCGTTCCACCGTTGAGCGATGGGCTTTCACCACTGAC
TTATCTGACCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATGATTCCGGATAACGCTTG
GATCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCGLCCCceeeasTGCceee

Band (p)
AGCGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCAT
ATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCCCTCTGCCGTACTC
TAGCTATACAGTCACAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACAT
CTGTCTTATATAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAAC
GCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCGLCCCceceeaTGCeee

Band (q)
TTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAA
ATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCAATTCCG
AGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGCGCT
TTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTG
CTGGCGCCCCeeaTGLeeeeacecece

Band (r)
GGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCT
ACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGTTCGCCAGTTCGAAAT
GCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTCGCTTAACAAACCGCCT
GCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGGACCCTCCGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCGLCCCCCCGETGCCC

Band (s). Radgreiningin var léleg nema pessi hluti:
CCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCC
GTATTACCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCC



8.3 Vidauki lll. Afkomutblur tilraunakerja

Tafla 2. Lifunarproésenta lirfa og fjoldi utlitsgalla

Lifvirk efni i lirfueldi porsks - Tilraun i Hafré jan-feb. 2008

Ker 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Fjoldi lirfa (lok) 327 281 679 182 184 849 426 636 428

Lifun (%) 11,1% 10,3% | 17,0% | 8,7% 8, 7% 19.8% | 12,8% | 16,3% | 12,8%

300 daudar

Ath. d.15

Melingar lirfa 20.feb 20.feb | 20.feb | 20.feb 20.feb 20.feb | 20.feb | 20.feb | 20.feb

Ker 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Melingar lirfa 10,2 11,7 8.8 12,2 13,7 8,8 11,3 11 9,8

Gallar lirfa 10,6 11,0 9,1 11,8 114 10,4 9,2 9,2 11,1

Hausfetta 114 11,0 9,6 11,8 11,2 8,6 9,1 9 12,3

Skokk seil 9,7 10,0 9,3 12,2 12 9,4 6,9 10,1 10,4

Gapari 12,3 11,1 10,7 10,3 13,3 9,9 8,7 12 12,2

Gapari + seil 11,7 12,3 10,4 14,4 11,5 10,5 9,5 9 10,8

Litill sundmagi 12,2 12,4 10,1 14 12,4 8,9 9,9 10,5 10
8,5 11,3 10,7 10,3 13 9,7 9.4 7,8 9,8
11,5 10,1 10,1 10,5 10,9 10,6 9,6 9 10
11,9 11,0 10,7 10,8 13,5 9 9,1 9,6 10,6
12,8 11,9 9,3 11,4 11 11 10,7 9,5 9,8
9,4 10,8 8.3 12,5 12,3 10,9 10,8 9.4 10,9
11,0 11,9 9,5 11,1 11,1 9,5 8,7 8.4 11
13,0 12,5 9,9 12,3 11,5 10,4 10,2 10,2 12
11,9 8.4 9,7 12 10,6 6,6 9.4 8,7 10,3
10,5 12,3 9,3 10,2 13,1 9,7 10,2 7,9 10,5
10,9 10,0 9,5 10,4 11,7 10,9 8,2 9,7 12,3
11,6 12,0 9.4 9,5 11,3 8,8 9 9,5 9,7
9,7 11,6 9,5 10,4 11,6 8,5 10,3 8,1 9,7

11,3 9.4 10,2 9,2 9,6 9,5
8,6 10,6
11,4

Fjoldi { melingu 19 20 22 19 20 20 21 19 20

Fjoldi lirfa per 1.287 1215 1.490

hép

Lifun lirfa per 12.8% 12,4% 13,9%

hép

Nytt ker E-16 E-17 E-18




