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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. 
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Útdráttur 

Í verkefninu var heildarflóra baktería í þorsklirfum og fóðurdýrum þeirra 

rannsökuð með PCR-DGGE aðferð (Denaturing gradient gel electrophoresis) 

en algengt er að nota þessa aðferð til að greina fjölbreytileika bakteríuflóru í 

umhverfissýnum. Einnig var rannsakað mynstur heildarflóru baktería í 

fóðurdýrum sem meðhöndluð voru með lífvirku efni (ufsapeptíðum) svo og í 

þorsklirfum sem fóðraðar voru með meðhöndluðum fóðurdýrum. Lirfurnar 

voru fóðraðar á meðhöndluðum fóðurdýrum ýmist daglega eða tvisvar á dag 

þrjá daga í viku og til samanburðar var fóðrað með ómeðhöndluðum 

fóðurdýrum. Í lok tilraunatímans var reiknuð afkoma lirfa úr hverju keri og 

útlitsgallar skoðaðir. Tilraunir voru settar upp í Tilraunaeldisstöð 

Hafrannsóknunarstofnunar á Stað í Grindavík en greining á samsetningu 

bakteríuflóru var unnin af nemanda á rannsóknastofum Háskólans á Akureyri. 

 Niðurstöður sýna að miklar breytingar verða á samsetningu heildarflóru 

baktería í þorsklirfum fyrstu vikurnar eftir klak. Samsetning og fjölbreytileiki 

bakteríuflóru var einnig breytilegur í lirfum úr mismunandi eldiseiningum 

sömu meðferða. Illa gekk að greina mynstur bakteríflóru í sýnum af 

fóðurdýrum. Samsetning bakteríuflóru lirfa í fjórum afkomuhæstu kerjunum 

var mjög svipuð á síðasta sýnatökudegi, 42 dögum eftir klak, og um leið ólík 

bakteríuflóru lirfa úr öðrum kerjum. Best var afkoma lirfa í keri þar sem lirfur 

voru fóðraðar tvisvar á dag með meðhöndluðum fóðurdýrum, eða 19,8% lifun 

samanborið við 13,0% meðaltalslifun í öllum tilraunakerjum á tímabilinu. 

Engir útlitsgallar greindust í  lirfum í úrtaki úr þessu keri en mun minna var um 

útlitsgalla hjá lirfum sem fengu meðhöndlun með ufsapeptíðum samanborið 

við lirfur úr kontrólkerjum.  

 Af niðurstöðum má því hugsanlega draga þá ályktun að samsetning 

bakteríuflóru lirfa úr fjórum afkomuhæstu kerjunum sé æskileg fyrir 

þorsklirfur á fyrstu stigum eldisins. Einnig má draga þá ályktun að 

meðhöndlun með ufsapeptíðum hafi jákvæð áhrif á þorsklirfur og geti 

hugsanlega skilað hraðari vexti, bættri afkomu og gæðum lirfa. 

 

Lykilorð: Bakteríuflóra, PCR-DGGE, þorsklirfur, fóðurdýr, lífvirk peptíð. 
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1 Markmið 
 

Markmið verkefnisins var að skoða mynstur heildarflóru baktería í þorsklirfum 

og fóðurdýrum þeirra á fyrstu stigum þorskeldis. Bakteríuflóra fóðurdýra sem 

meðhöndluð voru með ufsapeptíðum var einnig skoðuð svo og bakteríuflóra 

þorsklirfa sem fóðruð voru með meðhöndluðum fóðurdýrum samanborið við 

ómeðhöndluðum. Notuð var PCR-DGGE aðferð til að greina mynstur 

heildarflóru baktería í sýnum. 

 

Megin rannsóknarspurningar verkefnisins voru eftirfarandi : 

 

• Er mynstur heildarflóru baktería mismunandi í þorsklirfum og 

fóðurdýrum þeirra á mismunandi tímabilum ? 

• Verða breytingar á mynstri heildarflóru baktería í þorsklirfum eftir að 

byrjað er að gefa þeim lifandi fóðurdýr (startfóðrun lirfa) ?   

• Tengist mynstur bakteríuflórunnar afkomu og gæðum lirfa ?   

• Hefur meðhöndlun með lífvirku efni áhrif á samsetningu 

bakteríuflórunnar og/eða vöxt og afkomu lirfa ?   

 

Verkefni þetta var unnið í framhaldi af verkefninu „Notkun lífvirkra efna í 

lúðueldi“ sem unnið var í samstarfi Matís ohf., Háskólans á Akureyri og 

Fiskey hf. og styrkt af Líftæknineti AVS. Verkefni nemanda er sömuleiðis 

hluti af stærra verkefni, „Lífvirk efni við lirfueldi lúðu og þorsks“ sem unnið er 

í samstarfi Matís ohf., Háskólans á Akureyri, Fiskey hf. og 

Hafrannsóknunarstofnunar sem styrkt er af AVS sjóðnum. Í því verkefni eru 

endurteknar meðhöndlanir í lúðueldi Fiskey og rannsökuð áhrif meðhöndlunar 

með lífvirkum peptíðum í þorskeldi tilraunaeldisstöðvar 

Hafrannsóknunarstofnunar á Stað í Grindavík. Rannsökuð eru áhrif 

meðhöndlunar á samsetningu bakteríuflóru svo og afkomu og gæði lirfa 

(verkefni nemanda). Einnig eru í verkefninu rannsökuð áhrif meðhöndlunar á 

valda þætti í ósérhæfðri ónæmissvörun lirfa en það er ekki hluti af verkefni 

nemanda og því ekki nánar fjallað um það hér. 
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2 Inngangur 

Atlandshafs þorskur (Gadus morhua) er ein af þekktustu kaldsjávartegundum í 

heimi. Svo þekkt er tegundin að hún á sína eigin ævisögu,  Cod. A Biography 

of the Fish that Changed the World. Veiðar og viðskipti hafa verið stunduð 

með þorskinn í um þúsund ár í fjórum heimsálfum en undanfarin ár hafa villtir 

stofnar verið í stöðugri hnignun. Hnignum stofna ásamt háu markaðsverði á 

þorski síðustu ár hefur valdið því að aukinn áhugi beinist nú að þorskeldi (40).  

Tilraunir til þorskeldis eiga rætur sínar að rekja alveg aftur til áranna í 

kring um 1880 í Noregi, Bandaríkjunum og í Kanada. Nútíma eldisaðferðir 

sem byggja á framleiðslu þorskseiða sem alin eru á lifandi fóðurdýrum má 

hinsvegar einungis rekja aftur til áranna í kringum 1980 en þá voru Norðmenn 

og Bretar farnir af stað með smáskala framleiðslu á þorskseiðum sem alin voru 

í stríðeldi á lifandi fóðurdýrum. Á árunum 1990-1993 náðu Norðmenn að skala 

aðferðina upp og stríðeldi á þorski á stórskala varð að veruleika (40). Frá árinu 

2000 hafa rannsóknir í þorskeldi verið stundaðar af miklum krafti og beinast 

þær helst að því að bæta eldistæknina og að minnka afföll í eldinu. Helstu 

löndin sem stunda þorskeldi í dag eru Bretland, Bandaríkin, Kanada, Ísland og 

Noregur en Norðmenn hafa náð hvað bestum árangri í þorskeldi af þessum 

löndum (37).  

Mikið hefur dregið úr þorskveiðum Íslendinga undanfarna áratugi en 

veiðarnar náðu hámarki árið 1981 og voru þá veidd um 460.000 tonn. Á 

síðustu árum hefur aflinn minnkað mikið og aðeins var úthlutað 130.000 

tonnum fyrir fiskveiðiárið 2007/2008. Á næstu árum er því ekki gert ráð fyrir 

því að veiðar á þorski munu aukast frá því sem nú er. Litið er á þorskeldi sem 

vænlega leið að því marki að Íslendingar haldi hlutdeild sinni á 

þorskmörkuðum í framtíðinni. Mikil þróun hefur verið í íslensku þorskeldi á 

síðustu árum og eru engin lát þar ár (42).  

 

2.1 Þorskseiðaframleiðsla á Stað 

Hafrannsóknarstofnunin á Stað í Grindavík hefur verið frumkvöðull í þróun á 

þorskseiðaframleiðslu á Íslandi. Framleidd hafa verið þorskseiði í 

Tilraunaeldisstöð Hafrannsóknunarstofnunar á Stað í Grindavík frá árinu 1994 
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og var framleiðslan fyrst um sinn 5.000 seiði á ári (2). Með tímanum hefur 

framleiðslan verið stöðugt að aukast og árið 2007 fór seiðaframleiðsla í 

stöðinni upp í 200.000 seiði (3).  

 Á Stað eru þorskseiði alin í stríðeldi þar sem framleiðslan fer fram í 

körum innandyra, við mikinn þéttleika og stýrðar aðstæður og fer fóðrun fram 

með lifandi fóðurdýrum (43). Í seiðaframleiðslunni á Stað er reynt eftir bestu 

getu að líkja eftir náttúrulegu þroskaferli þorsks sem fer fram við strendur 

landsins. Þorskurinn gengur í gegnum fjögur þroskastig í seiðaframleiðslunni, 

þ.e. hrogn, lirfa (4-12 mm), ungseiði (12-45 mm) og seiði (>45 mm). Ferlið frá 

frjóvgun að 5 g seiði tekur um sextán vikur og skiptist eldið í þrjá hluta: 

hrognahald (2 vikur), lirfueldi (8 vikur) og ungseiðaeldi (6 vikur) (2).  

 Eldisaðstæður skipta miklu máli í þorskseiðaframleiðslunni og eru 

ýmsir þættir þar sem skipta máli. Á mynd 1 má sjá hvernig frumfóðrun 

þorskseiða fer fram sem og þær umhverfisaðstæður sem þar skipta hvað mestu 

máli en myndin sýnir aðstæður eins og gengur og gerist í flestum 

þorskseiðaeldisstöðvum í Noregi. Eldisaðstæður á Stað eru mikið til byggðar 

upp á svipaðan hátt (43). 

 

 
                             Mynd 1.  Frumfóðrun þorskseiða og helstu umhverfisaðstæður (37) 

 

Mikil afföll eru tengd fyrstu tveimur vikunum eftir klak en eftir það 

fara afföll minnkandi. Undanfarin ár hefur heildarlifun verið um 10% frá klaki 
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til seiðis á Stað en í bestu kerjum hefur náðst allt að 20% lifun og er það svipað 

og þorskseiðastöðvar í Noregi og Skotlandi hafa náð í framleiðslu sinni (2). 

 

2.1.1 Þorsklirfur 

Þorsklirfur eru lítið þroskaðar við klak og kallast kviðpokalirfur (kviðpokastig) 

en kviðpokinn hefur að geyma orkuforða til nokkurra daga. Eftir það eru þær 

háðar lifandi bráð (2). Þegar lirfur eru orðnar um 12 mm langar myndbreytast 

þær í ungseiði (e: early juvenile) og síðan í fullþroskað seiði (e: juvenile) um 

45 mm langar (30). 

Vaxtargeta þorsklirfa í stríðeldi getur verið allt að 25% á dag (40) en 

fisklirfur hafa hvað mesta vaxtargetu allra hryggdýra. Vegna mikillar 

vaxtargetu á lirfustiginu er næringarfræðileg þörf fisklirfa mjög frábrugðin þörf 

fullvaxinna fiska (20). Sjávarfiskar geta ekki myndað fjölómettaðar fitusýrur 

(HUFA) og verða því að fá þær úr fæðunni og sýna rannsóknir að fitusýran 

dókósahexaensýra (DHA 22:6n-3) er mikilvæg þorski og öðrum sjávarfiskum 

við eðlilega lirfuþroskum. Eikósapentaen fitusýran (EPA 20:5n-3) er einnig 

mikilvæg og er talið að við frumfóðrun þorsklirfa gefi hlutfallið 1,5-2 

DHA/EPA góða raun m.t.t. lifunar og vaxtar lirfa (29, 33).  

Á Stað fer frumfóðrun þorsklirfa fram með hjóldýrum og 

saltvatnsrækju fyrstu 15-20 dagana frá klaki. Þurrfóðri er síðan bætt smám 

saman við fæðuframboð þeirra þar til lirfunum er eingöngu gefið þurrfóður, 

um 30-40 dögum eftir klak (43). 

 

2.1.2 Fóðurdýr 

Tvær tegundir dýrasvifs (e: zooplankton) eru notuð sem fóðurdýr við eldi 

þorsks; hjóldýr (e: rotifers, Brachionus sp.) og saltvantsrækja (Artemia sp.) 

(mynd 2.) Framleiðsla fóðurdýranna fer fram á mismunandi hátt en hægt er að 

viðhalda ræktum hjóldýra á meðan kaupa þarf saltvatnsrækju sem dvalaregg 

sem síðan er klakið út og því ekki hægt að viðhalda í stöðugri ræktun (28). 

Rannsóknir hafa sýnt að kjörstyrkur fóðurdýra í stríðeldi þorsklirfa er um 4000 

fóðurdýr L–1 við þéttleikan 40 lirfur L–1 til að ná fram hámarks vexti og lifun 

frá 3 dögum eftir klak að 6 vikum eftir klak (32). 
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Þorsklirfur vaxa hratt og því verða hjóldýrin, eftir þrjár vikur, of smá til 

að fullnægja fóðurþörf lirfanna. Því er samfara hjóldýrunum gefið vaxandi 

magn af saltvatnsrækju sem er mun stærri bráð og því orkuríkari fæða. Stöðugt 

hefur þó verið dregið úr saltvatnsrækjugjöf í fiskeldi vegna mögulegra tengsla 

við útlitsgalla seiða (hausskekkja, hryggskekkja, kjaftskekkja og uggagallar). 

Saltvatnsrækja er þó áfram gefin á Stað því betri lifun í eldinu hefur verið 

tengd notkun hennar. Rannsóknir hafa jafnframt sýnt að ef mikið er dregið úr 

saltvatnsrækjugjöf getur það komið niður á vexti ungseiða (10, 43).  

 

 
                              Mynd 2.  Fóðurdýr í þorskseiðaframleiðslu (2) 

 

2.1.2.1 Hjóldýr 

Hjóldýr eru litlir fjölfrumungar (e: metazoza) og eru Brachionus plicatilis og 

Brachionus rotundiformis þær tegundir sem mest eru notaðar í eldi 

kaldsjávarfiska (mynd 3). Dýrin sía fæðu úr umhverfi sínu en helsta fæða 

þeirra í náttúrulegu umhverfi eru þörungar, frumdýr, bakteríur og ýmiskonar 

lífræn efni. Við ræktun hjóldýra í eldi er helsta fæða þeirra þörungar, 

bökunarger og tilbúnar fóðurblöndur (e: formulated diets). Í eldi 

kaldsjávarfiska er algengt að nota Selco fóðurblöndur frá INVE í Belgíu en 

þær innihalda meðal annars blöndu fitusýra sem henta vel lirfum 

kaldsjávartegunda (28). 

 Hjóldýr eru tiltölulega næringarsnauð fæða. Ræktuð hjóldýr hafa frekar 

lágt hlutfall DHA og EPA sem eru mikilvægar fitusýrur fyrir fisklirfur og því 

er algengt að þurfa að auðga hjóldýrin til að auka næringargildi þeirra. Með 

auðgun hjóldýra er því verið að reyna að fullnægja orku- og næringarþörf 
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lirfanna og er talið að auðguð hjóldýr geti nánast uppfyllt næringarþörf 

þorsklirfa á próteini, fitu og kolvetnum. Auðgun getur farið fram á margan 

hátt, ýmist með þörungum, fitu, vítamínum, próteinum og tilbúnum blöndum 

(2, 8). Á Stað hefur gefið góða raun að auðga hjóldýr með tveimur 

auðgunarefnum sem bæði hafa mjög hátt hlutfall DHA fitusýra. Annarsvegar 

er það Fiskey-fita sem er fitublanda hönnuð í samstarfi við starfsmenn Fiskey 

hf. og framleidd af Lýsi hf. til notkunar í lúðueldi Fiskey og hinsvegar er það 

Algamac 3050 sem eru frostþurrkaðir Schizochytrium þörungar. Sem dæmi um 

aðrar auðgunaraðferðir má nefna auðgun með lífefnum, ensímum eða 

peptíðum, og auðgun með bakteríum en notkun baktería er ekki komin langt á 

veg í fiskeldi (2).  

 

 
                                                                          Mynd 3.  Brachionus sp. (24) 

 

2.1.2.2 Saltvatnsrækja (Artemia) 
 

Saltvatnsrækjur eru lítil krabbadýr sem algengt er að nota sem fæðu fyrir 

margar tegundir kaldsjávarfiska í eldi og er Artemia franciscana sú tegund sem 

hvað mest er notuð í fiskeldi (mynd 4). Líkt og hjóldýr eru saltvatnsrækjur 

fæðusíarar sem nærast á þörungum, frumdýrum, bakteríum og lífrænum efnum 

í umhverfi sínu. Sem fæða við eldi sjávarfiska er saltvatnsrækja keypt sem 

dvalaregg og síðan klakin í sjóvatni (29). Klakið tekur um sólarhring og eru 

krabbadýrin þá tilbúin sem fæða fyrir margar tegundir fisklirfa (44). Egg 

saltvatnsrækju til notkunar í fiskeldi koma að mestu leiti frá Great Salt Lake í 

Utah í Bandaríkjunum (29).  

Næringarefnasamsetning saltvatnsrækjunnar uppfyllir ekki orku- og 

næringarþörf þorsklirfa og krefst því auðgunar. Saltvatnsrækja getur orðið 

mjög næringarrík fyrir þorsklirfur ef hún er fóðruð á næringarríku fóðri. 

Sérstaklega þarf að huga að hlutfalli EPA/DHA fitusýra í saltvatnsrækjunni 
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eins og í hjóldýrum en saltvatnsrækjur hafa þann eiginleika að brjóta stöðugt 

niður DHA fitusýrur (28, 44). Fiskey-fitan og Algamac hefur, líkt og í 

hjóldýrum á Stað, gefið góða raun sem auðgunarefni fyrir saltvatnsrækjur sem 

notaðar eru sem fóðurdýr á Stað (2). 

 

 
             Mynd 4.  Artemia sp.  (46) 

 

2.2 Bakteríuálag í lirfueldi 

Eitt helsta vandamál tengt eldi sjávarfiska eru mikil afföll á lirfustigi og hafa 

þau m.a. verið tengd bakteríuálagi í eldisumhverfi lirfa en heimildir sýna að 

mikil hætta er á að tækifærissýklar nái fótfestu í lirfum og í eldisumhverfi 

þeirra (12, 13, 27, 41). Tækifærissýklar eru að jafnaði til staðar í eldinu og nýta 

sér meðal annars óþroskað ónæmiskerfi lirfanna og aðra veikleika þeirra til að 

ná þar fótfestu (41).  

Í stíðeldi einkennist framleiðsla lirfa af ræktun hrogna og lirfa í 

einingum við mikinn þéttleika sem gerir það að verkum að hrogn og lirfur eru í 

náinni snertingu bæði við mikinn fjölda baktería og mikinn fjölda mismunandi 

bakteríutegunda (5). Hansen og Olafsen (1989) rannsökuðu viðloðun baktería á 

þorsk- og lúðuhrognum í eldi og sýndu fram á að aðeins tveimur tímum eftir 

frjóvgun höfðu bakteríur náð talsverðinni viðloðun á hrognum og að við klak 

voru hrognin þakin bakteríum. Greining á þessum bakteríum sýndi að ríkjandi 

hópar voru Pseudomonas, Alteromonas, Aeromonas, Vibrio-tegundir og 

Flavobacterium (13). Í umhverfi nýklaktra fiskilirfa í eldi er því að finna 

bakteríur frá eldisvökva, hrognum og hrognaleifum. Þekkt er að fisklirfur byrja 

að drekka eldisvökva áður en kviðpokinn er uppurinn og áður en 

utanaðkomandi fóðrun hefst, en þannig opnast leið baktería inn í meltingarveg 

lirfanna sem getur haft áhrif á eðlilega bakteríuflóru þeirra (27). Rannsóknir 
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sýna að bakteríuflóra í meltingarvegi lirfa hefur áhrif á vöxt, þroska og lifun 

lirfa á fystu stigum í fiskeldi en ekki er með vissu vitað um áhrif einstakra 

tegunda. Því hefur verið lögð áhersla á að kortlegga bakteríuflóruna og þær 

breytingar sem á henni verða í lirfueldi. Þetta er nauðsynlegt ef hafa á áhrif á 

eða gera tilraunir til að stýra bakteríuflórunni á einhvern hátt með það að 

markmiði að auka stöðugleika í eldinu sem rannsóknir sýna að er lykilatriði ef 

auka á vöxt og gæði lirfa (18). 

 

2.3 Forvarnir til varnar bakteríuálagi í lirfueldi 

Ýmsar leiðir eru farnar til að draga úr bakteríuálagi í lirfueldi og afföllum að 

völdum baktería. Algengt er að beina augum að eldisvökva, hrognum, 

fóðurdýrum og lirfunum sjálfum auk þess sem góð almenn umgengni á öllum 

stigum eldisferilsins skiptir miklu máli (2). 

Gæði eldisvökva eru mjög mikilvæg í lirfueldi. Til að koma í veg fyrir 

að óæskilegar örverur berist í eldiskörin með eldisvökva er sjórinn fyrst síaður 

í gegnum filter til að fjarlægja stórar agnir eins og dýrasvif, þörunga og önnur 

lífræn efni. Því næst er algengt að sótthreinsa eldisvökvann til að fjarlægja 

smáar lífverur eins og bakteríur og nota eldisstöðvar mismunandi aðferðir til 

þessa. Yfirleitt er þetta framkvæmt með því að meðhöndla eldisvökva með 

útfjólubláu ljósi og/eða ósóni (29). Í lirfueldi falla til mikil óhreinindi í 

eldiskörin. Úrgangurinn getur komið frá lirfunum, dauðum fóðurdýrum og 

þurrfóðri en allt er þetta tilvalið æti fyrir bakteríur og því er mjög mikilvægt að 

hafa góðan hreinsibúnað í eldiskerjum til að hindra óþarfan bakteríuvöxt (2). 

Hrogn eru sótthreinsuð með efnum, eins og t.d. glutaric di-aldehyde, áður en 

þeim er komið fyrir í hrognasílóum í þeim tilgangi að drepa örverur á yfirborði 

hrognanna sem hugsanlega gætu hindrað eðlilega þroskun og klak (2). 

Örveruálagi af völdum baktería hefur lengi verið mætt með lyfjagjöfum í 

fiskeldi og verið beitt bæði á lirfur og fóðurdýr þeirra. Með síbættri eldistækni 

á Stað hefur lyfjagjöfum þar algjörlega verið hætt í lirfukerjum eða frá árinu 

2005 en notkun sýklalyfja á fóðurdýr er þó ennþá til staðar (1). Fóðudýr hafa 

löngum verið talin vera helsta smitleið baktería í lirfueldi og er m.a. hægt að 

hafa áhrif á bakteríuálag af völdum þeirra í gegnum val á æti við auðgun 

dýranna (21, 41). Sótthreinsun hjóldýra með útfjólubláum geislum og 
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ósónböðum á saltvatnsrækjunni hefur einnig gefið góða raun við að fækka 

bakteríum í og á fóðurdýrum í fiskeldi (2, 40). 

Í dag er stöðug meiri pressa á að draga úr notkun sýklalyfja í fiskeldi og 

nota frekar ýmiskonar umhverfisvænar aðferðir til að auka afkomu og gæði 

lirfa (39). 

 

2.3.1 Notkun bætibaktería 

Notkun bætibaktería (e: probiotics) í fiskeldi er stöðugt að aukast og talið er að 

hægt sé að nota bætibakteríur í fóður eða bæta þeim beint út í eldisumhverfi 

fiska í þeim tilgangi að auka vöxt, lifun og til að draga úr tíðni sjúkdóma af 

völdum tækifærissýkla (45). Árið 1989 skilgreindi R. Fuller bætibakteríur sem 

lifandi bakteríur sem bætt er í fóður og sem hefur jákvæð áhrif á 

örverufræðilegt jafnvægi í meltingarvegi hýsils (11). Þær tegundir baktería sem 

mest hafa verið notaðar sem bætibakteríur í fiskeldi eru mjólkusýrubakteríur 

(e: lactic acid bacteria) eins og Lactobacillus og Carnobacterium, ósýkjandi 

tegundir úr Vibrio ættkvíslinni eins og Vibrio alginolyticus og tegundir frá 

Bacillus og Pseudomonas ættkvíslunum en fleiri tegundir hafa einnig verið 

notaðar (45). Talið er æskilegt að bætibakteríur séu einangraðar úr eldinu en 

það eykur líkur á því að stofninn nái þar fótfestu og hafi þannig þau áhrif sem 

óskað er eftir (34). 

 

2.3.2 Notkun lífvirkra efna 

Önnur leið til að hafa áhrif á örveruflóru í fiskeldi er að nota lífvirk efni (e: 

bioactive ingredients) og meðhöndla fisklirfur með þeim ýmist í gegnum 

fóðurdýr eða beint í gegnum eldisvökvann. Að meðhöndla í gegnum 

eldisvökvann er talin síðri leið vegna óhreininda sem myndast í kerjunum (18). 

Lífvirk efni geta haft mismunandi virkni og má sem dæmi nefna 

bakteríuhamlandi- og/eða drepandi virkni sem leiðir til fækkunar á bakteríum í 

fóðurdýrum eða eldisumhverfi lirfa, pre-biotik virkni sem styður við vöxt 

æskilegrar bakteríuflóru á kostnað óæskilegrar flóru í fóðurdýrum eða lirfum 

og loks ónæmisörvandi virkni sem eykur ónæmissvar lirfa og eflir varnir þeirra 

gegn tækifærissýklum (18).  
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Í verkefninu „Notkun lífvirkra efna í lúðueldi“ (18) voru skoðuð áhrif 

lífvirkra efna á lúðulirfur með það að markmiði að auka afkomu í eldinu með 

umhverfisvænum aðferðum. Tilraunir voru gerðar með ýmis lífvirk efni svo 

sem kítósan afleiður og peptíð sem unnin voru úr kolmunna, þorski og ufsa. 

Niðurstöður verkefnisins benda til þess að lífvirku efnin sem rannsökuð voru 

væru fyrst og fremst að nýtast sem bætiefni fyrir fóðurdýr (Artemia). 

Meðhöndlun hafði ekki afgerandi áhrif á örveruflóru eldisins en meðhöndlun 

lirfa í startfóðrun með réttum styrk lífvirku efnanna gæti haft jákvæð áhrif á 

afkomu og vöxt lirfa (18). 

Fiskiprótein hydrolysöt sem unnin eru með ensímum eru meðal bestu 

fáanlegu prótein hydrolysata hvað varðar næringarfræðilega eiginleika 

(aminósýrusamsetning og meltanleiki) og hafa rannsóknir sýnt að hægt sé að 

vinna úr fiski peptíð með margskonar lífvirkni (22). Meðal annars hafa verið 

unnin peptíð hydrolysöt úr kolmunna, þorski, skarkola og úr laxi sem  hafa 

sýnt verndandi áhrif gegn krabbameini þar sem afurðirnar heftu fjölgun 

brjóstakrabbameinsfruma (31).  

Mikill áhugi er fyrir þróun lífvirkra efna sem nota má í fiskeldi til þess 

að hefta bakteríuvöxt, stuðla að vexti æskilegra baktería og/eða efla 

ónæmissvörun lirfa sjávarfiska á fyrstu og viðkvæmustu stigum eldisins. Þessi 

lífvirku efni geta jafnframt aukið verðmæti annars vannýtts sjávarfangs og 

jafnframt stuðlað að minni efnanotkun í fiskeldi sem nauðsynleg hefur verið til 

að draga úr afföllum af völdum bakteríuálags (18). 

 

2.4 Greining örveruflóru í umhverfissýnum 
 

Umhverfi fiska er mjög auðugt af bakteríum. Fjöldi baktería í sjó eða vatni 

getur verið allt að 1.000.000 bakteríur á hvern ml þar sem aðeins 0,1-1% þeirra 

eru ræktanlegar á ósérhæfðum næringarætum (41). Hefðbundnar 

ræktunaraðferðir á bakteríum krefjast ræktunar á næringarætum, sér- eða 

ósérhæfðum, og oftar en ekki er erfitt að ná fram þeim aðstæðum sem 

bakteríurnar þurfa til að fá þær til að vaxa og fjölga sér. Sameindafræðilegar 

aðferðir bjóða upp á annan möguleika við greiningu bakteríuflóru úr flóknum 

sýnum eins og umhverfissýnum. Þessar aðferðir hafa meðal annars verið 
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notaðar til að skoða erfðafræðilegan fjölbreytileika örvera þ.e. heildarflóru 

örvera og þannig bera kennsl á tegundir sem eru óræktanlegar með 

hefðbundnum ræktunaraðferðum (25, 47). 

 

2.4.1 PCR-DGGE aðferð 

DGGE (e: denaturing gradient gel electrophoresis) er aðferð í flokki DNA 

fingrafara (e: fingerprinting) aðferða í sameindalíffræði (9).  

DGGE aðferðin byggist á rafdrætti PCR-magnaðra erfðaefnisbúta á 

polyacrylamide geli sem inniheldur línulegan afmyndandi styrkhallanda  

(e: denaturing gradient). Þessir erfðaefnisbútar, af sömu lengd en með 

mismunandi kirnasametningu, eru síðan aðskildir og mynda bandamynstur í 

geli þar sem hver bakteríutegund táknar eitt band á gelinu (25). 

Í rafdrætti ferðast einþráða DNA hægar en tvíþráða DNA. Einþráða 

DNA er greinóttara, kirnin hanga á sykru-fosfat-keðjunni (e: sugar phosphate 

backbone) á DNA helixinum, flækjast í gelinu og ferðast því mun hægar í 

gegnum gelið við rafdrátt samanborið við tvíþráða DNA. Gelið samanstendur 

af polyacrylamide sem rafstraumi er beint í gegnum. Gelið er búið til þannig að 

það inniheldur aukinn afmyndandi styrkhallanda sem oftast er blanda af 

formamíð (e: formamide) og þvagefni (e: urea). Þegar tvíþráða DNA sameind 

er rafdregin í gegnum gelið afmyndast hún og bráðnar (e: melt) þannig að  

þræðirnir byrja að aðskiljast. Mismunandi sterk tengi eru á milli basapara og 

eru tengi milli G og C sterkari en á milli A og T, þannig að DNA sameind sem 

inniheldur meira hlutfall GC en AT er mun stöðugri og helst á tvíþátta formi 

lengra niður í gelið. Til að hindra að fullkominn aðskilnaður verði á milli 

þráðanna er notaður svokallaður GC-hali (e: GC-clamp) sem er oftast um 40 

bp langur. Þegar komið er að GC-halanum stöðvast sameindin og myndar band 

í gelinu sem síðan er hægt er að skoða undir UV-ljósi í sértöku 

myndgreiningarforriti (9). 

Við greiningu bakteríuflóru með PCR-DGGE aðferðinni er oftast notuð 

greining á 16S rRNA geninu (mynd 5) sem er til staðar í öllum 

dreifkjörnungum og gegnir þar sama hlutverki. 16S rRNA er hluti af 

ríbósóminu sem er nauðsynlegt öllum lífverum til að þýða mRNA yfir í 

prótein. 16S rRNA genið samstendur af nokkrum svæðum, sum þeirra eru 
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breytileg eftir tegundum (e: variable regions) og hafa þróast hratt í aldanna rás 

en önnur hafa þróast mjög hægt og eru mjög vel varðveitt (e: conserved 

regions) á milli tegunda. Genið hentar því vel til ýmiskonar greininga á 

dreifkjörnungum og milli hópa þeirra (38). 

 

 
                              Mynd 5.  16S rRNA genið í Escherichia coli (7) 

 
 Muyzer et al., (1993) sýndu fyrstir manna fram á að að hægt er að nota 

PCR-DGGE aðferðina til að staðfesta nærveru og hlutfallslegt magn 

mismunandi tegunda baktería í flóknum umhverfissýnum (25). Í rannsókninni 

var erfðaefni einangrað úr umhverfissýnum og PCR framkvæmt til að magna 

upp ákveðnar raðir innan V3 svæðisins (e: V3 variable region) á 16S rRNA 

geninu. Notaðir voru alhliða (e: universal) bakteríu vísar sem þekkja ákveðinn 

hluta 16S rRNA gensins og gerðar rannsóknir á því við hvaða aðstæður 

bandamynstrið í DGGE kom best út. Aðskilnaður erfðaefnisbútanna kom hvað 

best út á 8 % polyacrylamide geli þegar bætt var 40 bp GC-hala á 5´ enda 

forward vísisins sem notaður var. Rafdrátturinn var keyrður við 200 V og 

60°C. Bandamynstrið gaf ákveðna mynd af samsetningu bakteríuflórunnar þar 

sem styrkleiki og staðsetning banda voru talin gefa til kynna hlutfallslegt magn 

ákveðinna bakteríutegunda í sýnum (25).  

Til að rannsaka hvort ákveðnar tegundir séu til staðar í sýnum er hægt 

að flytja bandamynstrið á DGGE gelinu yfir á blottunar himnu og þreifa þar 

með sértækum tegunda-þreifurum. Við tegundagreiningu á þeim 
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bakteríutegundum sem eru til staðar í sýninu þarf að skera bönd úr DGGE 

gelinu, endurmagna bútana og raðgreina síðan (25). 

 

2.4.2 Kostir og gallar PCR-DGGE aðferðarinnar 

Notkun aðferðarinnar gefur skjótar niðurstöður um samsetningu heildarflóru 

baktería í flóknum umhverfissýnum og talið er að aðferðin nýtist vel til 

rannsókna á örveruflóru í fiskeldi. Ef notaðir eru alhliða vísar fyrir allar 

raunbakteríur er mögulegt að varpa ljósi á og sýna á myndrænan hátt þær 

snöggu breytingar sem geta orðið á örveruflórunni á fyrstu stigum í fiskeldi. Ef 

þörf er á að leita af ákveðnum bakteríutegundum í sýnum má nota til þess 

sérhannaða vísa eða þreifara sem eru sértækir gagnvart ákveðinni tegund eða 

tegundum. Á þann hátt hefur verið sýnt fram á að mögulegt er að bera kennsl á 

bakteríur sem standa fyrir aðeins um 1% af heildarflóru baktería í sýnum (12, 

25).  

Muyzer et al., (1993) bentu á einn af annmörkum aðferðarinnar sem er 

að einungis koma fram upplýsingar um fjölda tegunda í samsetningu 

bakteríuflórunnar en að erfitt sé að greina tegundir sem eru í minnihluta sýnis 

án þess að nota til þess tegundasérhæfða vísa (25).  

 Annar annmarki PCR-DGGE aðferðarinnar er að í sumum tilfellum 

gengur erfiðlega að aðskilja í gelinu 16S rDNA erfðaefnisbúta sem innihalda 

svipaða kirnasamsetningu. Aðskilnaður erfðaefnisbúta byggir á því að 

kirnasamsetning erfðaefnisbútsins sem um ræðir sé í beinu hlutfalli við 

bráðnunareiginleika hans. Bæði magn G-C og A-T basapara og uppröðun 

þeirra í bútnum hefur áhrif á bráðnunar hitastigið. Fyrir lífverur sem eru mjög 

skyldar er ekki mikið vitað um sambandið á milli kirnasamsetningar, 

þróunarfræðilegs skyldleika og bráðnunar hitastiga. Erfitt er því oft að ná fram 

góðum aðskilnaði á milli mjög líkra erfðaefnisbúta (19).  

Jackson et al., (2000) sýndi fram á þessa takmörkun með því að 

framkvæma stökkbreytingu í E. coli en búnir voru til í PCR-hvarfi 16S rDNA 

erfðaefnisbútar sem innihéldu raðir sem höfðu mismunandi kirnasamsetningu. 

Mismunurinn fólst í 1-4 basapara breytingum frá upprunalegu röðinni. 

Bandamynstur þessara raða var skoðað á DGGE geli sem innihélt 30-55% 

afmyndandi styrkhallanda. Aðferðin aðskildi ávalt raðir með einni, þriggja og 
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fjögurra basapara breytingu þar sem bönd komu fram á mismunandi stað á 

gelinu samanborið við upprunalegu röðina. Raðir sem höfðu tveggja basapara 

breytingu frá upprunalegu röðinni sýndu nákvæmlega sömu staðsetningu í 

gelinu og upprunalega röðin. Flutningur raða á nákvæmlega sömu staðsetningu 

í DGGE-geli gefur því til kynna að fullyrðingin um að eitt band sé ein tegund 

erfðaefnis (ein tegund baktería) sé ekki ávalt fullgild. Þessi takmörkun á 

aðferðinni kemur þó ekki í veg fyrir að hægt sé að nota aðferðina til að bera 

saman örveruflóru mismunandi sýna en hefur þó áhrif á þær ályktanir sem 

hægt er að draga af niðurstöðum ef aðferðin er notuð ein og sér (9, 16). 

Jackson et al., (2000) bendir jafnframt á að DGGE-aðferðin sé góð sem 

upphafsaðferð til að bera saman heildarflóru baktería úr mismunandi 

umhverfissýnum. Ef sýnin sýna mismunandi bandamynstur á geli má draga þá 

ályktun að örveruflóran sé ekki sú sama en ef bandamynstrið er svipað eða eins 

er þó ekki hægt að fullyrða um að sýnin innihaldi sömu bakteríutegund. 

Nauðsynlegt er því að skera út bönd og raðgreina til að staðfesta að böndin 

innihaldi sömu raðir og að um sé að ræða einu og sömu bakteríutegundina 

(16). 

 

2.4.3 PCR-DGGE og samsetning örveruflóru í fiskeldi 

Síðan Muyzer et al., (1993) sýndu fram á nothæfi PCR-DGGE aðferðarinnar til 

að greina samsetningu baktería í flóknum umhverfissýnum hefur aðferðin verið 

mikið notuð til að greina örveruflóru í fisk- og lirfueldi og má þar nefna meðal 

annars í þorsk- (6), ýsu-(12) og lúðueldi (17).  

 

Brunvold et al., (2007) notuðu PCR-DGGE aðferðina til að greina örveruflóru 

á fyrstu stigum við stríðeldi á þorski. Notaður var 35-60% afmyndandi 

styrkhallandi í DGGE gelum. Sýni voru tekin í þremur mismunandi stíðeldis 

fiskeldisstöðvum í Noregi (6).  

Í stöð A voru sýni tekin (þorsklirfur) um það bil vikulega í fjórar vikur 

þ.e. 0, 5, 13, 19 og 26 dögum eftir klak úr tveimur hliðstæðum ræktum. Fimm 

dögum eftir klak var byrjað að gefa lirfunum hjóldýr. Út frá bandamynstri á 

DGGE gelum mátti sjá að svipuð þróun á örveruflórunni átti sér stað í báðum 

ræktum og staðfest var að þorsklirfurnar komast í snertingu við bakteríur bæði 
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fyrir og eftir að þeim voru gefin utanaðkomandi fæða (hjóldýr). Munur á fjölda 

banda og staðsetningu þeirra á milli daga 0 og 5 eftir klak gaf til kynna að 

samsetning bakteríuflórunnar breyttist sem hugsanlega má rekja til þess að á 

fimmta degi hefst fóðrun með hjóldýrum (6), en þekkt er að fóðurdýr beri 

bakteríur með sér yfir í lirfur (14). Á dögum 19 og 26 eftir klak mátti sjá, í 

báðum ræktum, þrjú ríkjandi bönd sem einnig voru til staðar á degi 13 eftir 

klak. Átta bönd voru skorin út út DGGE gelinu og raðgreind. Tvö þeirra sýndu 

hæstu líkindi við Alteromonas sp. (6) og hin sex við óræktanlegar α-

Proteobacterium sem upphaflega voru einangraðar úr ýsulirfum (12). Með því 

að skoða DGGE greininguna úr sýnum í stöð A kom því í ljós að 

bakteríuflóran var nokkuð stöðug, ekki var mikið um afföll og lirfur virtust 

heilt yfir vera heilbrigðar (6). 

 Í stöð B voru mikil afföll. Þar voru tekin sýni 57 og 58 dögum eftir 

klak. Allar lirfur voru lífvana/dauðvona (e: moribund) þegar sýni voru tekin og 

fjótlega eftir sýnatöku var framleiðslunni fleygt. Sýni voru einnig tekin af 

hjóldýrum og þörungum en ræktanleg flóra úr hjóldýrum og lirfum kom úr 

annari stöð (stöð C). Úr DGGE gelum voru skorin út fjórtán bönd og þau 

raðgreind. Í ljós kom að mikið 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 sýni sem óræktaðar α-Proteobacterium og úr 

þörungasýnum greindust óþekktar sjávarbakteríur ásamt Roseobacter sp.. 

Greinarhöfundar drógu þá ályktun að mikil afföll í stöð B mætti hugsanlega 

rekja til þess hversu mikið greindist af bakteríum sem töldust til Vibrionaceae 

ættkvíslarinnar (6). Margar tegundir Vibrio eru þekktir sýkingarvaldar í fiski 

og má þar nefna Vibrio (Listonella) anguillarum sem sker sig út hvað varðar 

sýkingarhæfileika (41). 

 

McIntosh et al., (2008) rannsakaði einnig samsetningu bakteríuflóru í stríðeldi 

á þorski með PCR-DGGE aðferðinni og voru sýni tekin frá hrognum, lirfum og 

fóðurdýrum (hjóldýr og saltvantsrækja). Sýnatökutíminn var frá klaki og að 50 

dögum eftir klak. Hjóldýr voru gefin frá degi 2 eftir klak og að degi 42 eftir 

klak en eftir þann tíma var gefin saltvatnsrækja. Notaður var 40-70% 

afmyndandi styrkhallandi í DGGE gelin við DGGE greiningu (23). 
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 Niðurstöður þessarar rannsóknar sýndu að bakteríuflóran var svipuð á 

hrognum og í nýklöktum lirfum. Ríkjandi bakteríutegundin í hrognum  

greindist sem Clowellia sp. en hún hvarf fljótlega úr lirfusýnum og greindist 

ekki við fyrstu sýnatöku eftir klak (dagur 7). Samsetning bakteríuflórunnar á 

sýnatökutímanum sýndi vel ríkjandi bakteríutegundir og á fyrstu þremur 

vikunum greindist mikið af Vibro-tegundum. Frá þriðju viku að lokum 

sýnatökutímans voru ríkjandi tegundir að greinast sem Flexibacter aurantiacus  

og Mycoplasma sp. sem varð síðan ríkjandi í öllum lirfusýnum við síðasta 

sýnatökudag (50 dögum eftir klak). Niðurstöður greiningar á hjóldýrasýnum 

komu nokkuð á óvart en aðeins 2 bakteríutegundir af þeim 15 sem greindust í 

hjóldýrasýnum komu fram í lirfusýnum. Þetta stangast á við niðurstöður 

annarra rannsókna sem benda á að fóðurdýr beri með sér bakteríur yfir í lirfur 

og að bakteríur í fóðurdýrum hafi mikil áhrif á þroskun örveruflóru í 

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

 

Griffiths et al., (2001) rannsakaði sametningu bakteríuflóru í ýsueldi og beitti 

þar PCR-DGGE aðferðinni þar sem notaður var 40-70% afmyndandi 

styrkhallandi í DGGE gelin. Sýni voru tekin vikulega úr 16 kerjum ýsulirfa frá 

klaki þar til 55 dögum eftir klak. Bandamynstrið sýndi viðveru ríkjandi 

bakteríustofna á tímabilinu og var bakteríusamfélagið áberandi fjölbreyttara 

við upphaf fóðrunar samanborið við lok sýnatökutímans (40-55 dögum eftir 

klak) (12). 

Á milli daga 3 og 13 eftir klak voru α-Proteobacterium tegundir 

ríkjandi í flestum kerjum. Pseudoalteromonas sp. greindist bæði hjá lirfum og 

hjóldýrum en einnig greindust aðrar tegundir eins og Vibrio sp. og 

Pseudomonas sp. en allt eru þetta tegundir sem geta valdið usla í fisk- og 

lirfueldi. Á milli daga 17-25 eftir klak varð bakteríusamfélagið einsleitara þar 

sem Marinomonas sp var. ríkjandi í öllum kerjum og hélt áfram að ríkja á milli 

daga 26 -36 eftir klak ásamt α-Proteobacterium tegundum á borð við 

Roseobacter og Sulfitobacter sp.. Á milli daga 40-55 eftir klak varð 

Sulfitobacter sp. ríkjandi í öllum lirfusýnum undartekningarlaust (12). 

Í 15 kerjum fóru afföll stigvaxandi á sýnatökutímanum og í lokin var 

heildar lifun um 1-7,3% þar sem mestu afföllin voru á fyrstu 20 dögunum eftir 

klak. Á degi 34 eftir klak drápust allar lirfur í einu keri en á degi 33 eftir klak 
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greindist í því keri Pseudoalteromonas sp. (ekki sama tegund og greindist milli 

daga 3-13 eftir klak) og var það ker það eina sem greindist ekki með 

Sulfitobacter sp. á sýnatökutímanum (12). 

 

Heimildir sýna að PCR-DGGE aðferðin sé ágæt til að greina 

heildarflóru baktería í þorsk- og ýsueldi og þær breytingar sem verða á 

samsetningu bakteríuflóru lirfa og fóðurdýra þeirra á mismunandi tímum í 

eldisferlinum. Með því að raðgreina erfðaefni frá útskornum böndum úr DGGE 

gelum er hægt að segja til um það hvaða bakteríutegundir eru til staðar í sýnum 

(6, 12, 23). 
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3 Framkvæmd, efni og aðferðir 

3.1 Lívirk efni (ufsapeptíð)   

Lífvirku efnin sem notuð voru í rannsókninni voru ufsapeptíð (ufsa hydrolysat) 

sem framleidd voru af Iceprotein ehf. á Sauðárkróki fyrir verkefnið „Notkun 

lífvirkra efna í lúðueldi“ (Skýrsla Matís nr. 51-07). Hráefnið sem notað var 

voru ufsaflök og aðferð sem byggir á notkun niðurbrotsensíma var notuð til að 

kljúfa prótein niður í lítil peptíð með vatnsrofi við basískar aðstæður 

(hydrolysis). Frekari aðferðalýsingu á vinnslu ufsa peptíðanna má sjá í 

aðferðalýsingu í verkefnisins og leiddu niðurstöður efnamælinga í ljós að 

afurðin inniheldur 98% prótein (18).  

Niðurstöður í verkefninu „Notkun lífvirkra efna í lúðueldi“ leiddu í ljós 

að efnið hefur ekki bakteríuhindrandi áhrif á bakteríustofna sem ríkjandi eru í 

eldi lúðuseiða auk þess sem niðurstöður bentu til að styrkur efnanna við 

meðhöndlun lifandi fóðurdýra og lirfa skiptir miklu máli. Vísbendingar voru 

um að meðhöndlun með of miklum styrk gæti valdið eituráhrifum og haft slæm 

áhrif á lirfur m.t.t. vaxtar og myndbreytingar (18). Til þess að rannsaka áhrif 

ufsapeptíðanna á fóðurdýr þorsklirfa í þessu verkefni voru framkvæmdar 

fortilraunir á meðhöndlun hjóldýra með mismunandi styrk peptíðanna og 

blöndun í mismunandi efni sem notuð eru í eldi þeirra. Tilraunir voru gerðar af 

starfsmönnum Hafró á Stað og leiddu niðurstöður þeirra tilrauna í ljós að 

hjóldýr þola misvel styrk meðhöndlunar og var að endingu valið að meðhöndla 

fóðurdýr með peptíðunum í styrknum 200ppm. Peptíðum var bætt út í 

fóðurdýraræktir 30 mínútum fyrir gjöf þar sem gegnumstreymistími (e: 

turnover time) í hjóldýrum er mjög stuttur. 

 

3.2 Uppsetning tilrauna og skipulag 

Tilraunir voru framkvæmdar á seiðaeldisstöð Hafrannsóknunarstofnunar 

(Hafró) að Stað í Grindavík. Fyrirkomulag tilrauna og sýnataka var skipulagt í 

samstarfi við sérfræðinga Matís ohf. og Hafró en starfsmenn Hafró sáu alfarið 

um framkvæmd tilrauna og sýnatökur. Við uppsetningu tilrauna í eldinu var 

byggt á aðferðum sem þróaðar hafa verið af starfsmönnum Hafró á Stað og 
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notaðar hafa verið til framleiðslu á seiðum til margra ára. Jafnframt var stuðst 

við reynslu sérfræðinga Matís af framkvæmd svipaðra tilrauna í lúðueldi 

Fiskey hf. Tímasetning tilrauna í eldinu miðast við hrygningartíma fiska og er 

umfang tilrauna því háð framboði á hrognum á hverjum tíma. Hrogn í 

tilraunina voru fengin frá IceCod ehf. í lok hrygningartímabils (lok desember 

2007).  

Frjóvguðum þorskhrognum var komið fyrir í alls átta hrognasílóum og 

var upplag hrogna 54.000. Í hrognasílóum klekjast lirfurnar eftir um 13 daga 

við 7,5°C (09.01.2008).  

 
                             Mynd 6.  Uppsetning tilrauna 

 

Tveimur dögum eftir klak var lirfum úr hrognasílóum skipt í tvö síló 

áður en þeim var skipt aftur niður í tilraunakerin níu sem voru 150L síló (um 

6.000 lirfur/síló). Þrjú hrognasíló voru sameinuð í síló og þaðan var tekið 

upphafssýni. Lirfur úr þessu keri var strax eftir sýnatöku skipt niður í þrjú 

tilraunaker sem eru merkt 1, 2 og 3 á mynd 6. Lirfur úr þeim fimm 

hrognasílóum sem eftir voru, voru sameinaðar í eitt síló og þaðan einnig tekið 

upphafssýni. Eftir sýnatöku var lirfum skipt niður í sex tilraunaker, ker 4, 5 og 

6 og ker 7, 8 og 9. 

Níu eldiseiningar voru því notaðar í tilraunirnar og meðhöndlað var í 

þrítekningu á mismunandi hátt: 
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• Ker 1, 2 og 3 → Viðmiðunarker. Meðhöndlað var með hefðbundnum hætti allt 

tímabilið. 

• Ker 4, 5 og 6 → Fóðurdýr meðhöndluð með ufsapeptíðum og gefin lirfum 1x 

á dag (morgungjöf), 3x í viku (mán, mið, fös). Meðhöndlun að öðru leyti með 

hefðbundnum hætti. 

• Ker 7, 8 og 9 → Fóðurdýr meðhöndluð með ufsapeptíðum og gefin lirfum 2x 

á dag (morgun- og kvöldgjöf), 3x í viku (mán, mið, fös). Meðhöndlun að öðru 

leyti með hefðbundnum hætti. 

 

Á degi þrjú eftir klak var byrjað að gefa lifandi fóðurdýr (hjóldýr) út í 

lirfukerin tvisvar sinnum á sólarhring. Byrjað var að gefa lifandi saltvatnsrækju 

með hjóldýrunum 20 dögum eftir klak. Hlutfall saltvatnsrækjunnar var smám 

saman aukið þar til lirfurnar voru eingöngu fóðraðar með saltvatnsrækju (30 

dögum eftir klak) og þar til þær eru smám saman vandar á þurrfóður frá 42 til 

52 dögum eftir klak (tafla 1). Hjóldýr voru auðguð með Algamac 3000 (0,3 

g/M hjóldýr) og Culture Selco 3000 (0,2 g/M hjóldýr) og saltvatnsrækjur með 

Algamac 3000 (2 g/M saltvatnsrækja). Lifandi fóðurdýr voru meðhöndluð með 

ufsapeptíðum og þau síðan gefin í lirfuker 3 daga í viku. Byrjað var að gefa 

lirfum hjóldýr sem meðhöndluð voru með ufsapeptíðum frá degi 5 eftir klak en 

meðhöndlaða saltvatnsrækju frá degi 26 eftir klak.  

 

                            Tafla 1.  Fóðurgjöf lirfa og meðhöndlun fóðurdýra 

 
Dagur eftir 

klak 
 

3 Fóðrun hefst með hjóldýrum 
5 Fóðrun með meðhöndluðum hjóldýrum hefst 

20 Fóðrun hefst með saltvatnsrækju 
26 Fóðrun með meðhöndluðum saltvatnsrækjum hefst 
30 Fóðrun með hjóldýrum hættir 

42-52 Lirfur vandar á þurrfóður 

 

Við lok tilraunar voru um 20 lirfur valdar af handahófi úr hverju keri og þær 

lengdarmældar og skoðaðar með tilliti til útlitsgalla. Reiknuð var út lifun úr 

hverju keri fyrir sig sem og meðaltalslifun úr hverjum þriggja kerja hópi. 
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3.2.1 Sýnataka og meðhöndlun sýna  

Nauðsynlegt er að gæta fyllsta hreinlætis við alla meðhöndlun sýna og 

mikilvægt að allur sýnatökubúnaður sé steríll. 

Upphafssýni voru tekin úr hrognasílóum tveim dögum eftir klak, áður 

en lirfum var skipt niður í tilraunasílóin níu, og daginn áður en fóðrun með 

lifandi fóðurdýrum hófst (tafla 2). Sýni voru síðan tekin af lirfum 15, 36 og 42 

dögum eftir klak. Ekki voru tekin sýni á milli daga 2 og 15 eftir klak en 

mikilvægt er að hreyfa sem minnst við lirfum fyrstu dagana eftir flutning til að 

leyfa þeim að jafna sig eftir flutninginn og til að koma í veg fyrir stress af 

völdum sýnatöku. Á degi 15 eftir klak voru engin sýni tekin af hjóldýrum 

vegna lítils framboðs af þeim og voru því notuð hjóldýrasýni úr fortilraunum. 

Á dögum 36 og 42 eftir klak voru tekin sýni af saltvatnsrækju (meðhöndluð og 

ómeðhöndluð).  

 

                            Tafla 2.  Sýnatökudagar 

 
Dagur 

eftir klak 
Sýnataka lirfa Sýnataka fóðurdýra 

2 Upphafs sýnataka Engin 
15 Sýnataka Notuð hjóldýrasýni úr fortilraunum 
36 Sýnataka Saltvatnsrækja (með- og ómeðhöndluð) 
42 Sýnataka Saltvatnsrækja (með- og ómeðhöndluð) 

 

 

Við sýnatökur voru lirfur veiddar upp úr sílóum með tesíu á meðan þær voru 

mjög smáar og komið fyrir í steríl krukku ásamt eldisvökva en eftir því sem 

lirfur stækkuðu var farið að veiða þær með háf og þær losaðar í steríla krukku 

með eldisvökva og krukkunum komið fyrir á ís. Sýni af fóðurdýrum voru tekin 

með háf, skoluð undir rennandi ferskvatni (2 mín.) og komið fyrir í sterílum 

krukkum sem geymdar voru á ís. Öll sýni voru flutt með leigubíl til 

Reykjavíkur og síðan með flugi á sameiginlega rannsóknarstofu Matís, HA, 

Akureyrarseturs Náttúrufræðistofnnar Íslands og Matvælaseturs HA í 

rannsóknarhúsinu að Borgum á Akureyri.  
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Starfsmenn Matís á Akureyri auk nemanda sáu um meðhöndlun sýna við 

komuna til Akureyrar, en nauðsynlegt er að sýni séu unnin sem fyrst eftir að 

þau koma í hús.  

Lirfur voru svæfðar með yfirskammti af svæfingarlyfinu hypnodil 

(0,0051% styrkur) í 2-5 mínútur. Þetta er gert svo að lirfurnar gleypi ekki 

sótthreinsiefnið (0,1% Benzalkonium klóríð) en margar þeirra eru enn lifandi 

við komuna til Akureyrar. Lirfunum var síðan hellt úr svæfingarlausninni yfir í 

sterílt sigti, sótthreinsaðar að utan með því að dýfa sigtinu í sótthreinsiefnið 

(hámark 10 sek) og sótthreinsiefnið því næst skolað vel í burtu með því að dýfa 

sigtinu í þrjár lausnir af sterílu saltvatni hverja á fætur annari. Lirfur voru síðan 

taldar upp úr sigtinu yfir í steríla krukku, vegnar og sterílu peptone-sjóvatni 

(0,1% peptone leyst upp í 70% af gömlu sjóvatni) bætt í upp að tífaldri 

þynningu. Lausnin var því næst gerð einsleit í Ultra Thurax tætara við blöndun 

í 4x 10 sekúndur á 8000 rpm hraða með 10 sekúndna hvíld á milli. 

 Fóðurdýr voru ásamt ferksvatninu (50 ml) sem þau komu í á 

rannsóknarstofuna notuð sem fyrsta þynning, en ekki var hægt að sía 

ferskvatnið frá fóðurdýrum án þess að þau færu til spillis. Lausnin var sett 

beint í tætarann og gerð einleit á sama hátt og lýst er hér að ofan. 

 Af tífaldri lausn voru tekin sýni í eppendorf glös (2x 1 ml) og fryst við 

-80°C til að nota við greiningu á samsetningu bakteríuflóru með PCR-DGGE 

aðferð. 

  

3.3 Greining baktería með PCR-DGGE 

Erfðaefni var einangrað úr sýnum fyrir pólýmerasa-keðjuhvarf (PCR) og var 

PCR-mögnun framkvæmd með alhliða bakteríuvísum sem magna upp hluta af 

V4 svæði 16S rRNA gensins. PCR-afurðir voru síðan rafdregnar á 6% 

polyacrylamide geli sem innihélt 40-70% afmyndandi styrkhallanda (DGGE). 

Eftir rafdrátt voru gelin lituð með kjarnsýrulit, skoðuð undir UV-ljósi og teknar 

myndir af gelum með sérstöku myndgreiningarforriti. Bönd voru skorin út úr 

gelum, erfðaefni þeirra endurmögnuð og send til Matís-Prokaria sem 

framkvæmdi 16S rDNA hlutaraðgreiningu á afurðum. 
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3.3.1 Einangrun DNA 

Notaðar voru tífaldar þynningar sýna sem geymdar hafa verið í 1,5 ml 

eppendorf glösum við -80°C. Mismunandi aðferðir eru til við DNA einangrun 

en hér var erfðaefni einangrað úr sýnum með notkun PureGene® kit frá 

Gentra.  

Eftir að frosin sýnin höfðu náð herbergishita var byrjað á því að taka 

300 µl úr hverju sýni fyrir sig með pípettu og færa yfir í ný eppendorf glös. 

Frumur voru spunnar niður í skilvindu við 13.000 rpm í 3 mínútur og floti 

síðan hellt ofan af. Bætt var út í 300 µl af Cell Lysis Solution og blandað vel á 

vortex til að brjóta niður frumuveggi og glösin síðan sett í 80°C í 5 mínútur. 

Næst var bætt út í 1,5 µl af RNase A solution (4mg/ml) í hvert glas og blandað 

með því að velta glösunum um og glös síðan sett í 37°C í 15 mínútur. Sýni 

voru síðan kæld niður í herbergishita með því að setja þau á ís í 1 mínútu. Þá 

var bætt út í 100 µl af Protein Precipitation Solution og blandað vel á vortex í 

20 sekúndur til að fella út prótein í lausninni. Sýni því næst sett í skilvindu við 

13.000 rpm í 3 mín. Próteinin mynduðu þá botnfall en DNA var í 

vatnsfasanum sem var hirtur og pípettaður yfir í ný steríl 1,5 ml eppendorf 

glös.  

DNA botnfallið var síðan þvegið með því að bæta út í 300 µl af 100% 

ísóprópanóli (2-propanol) og glösum velt um 50 sinnum til að skola botnfallið 

vel. Sýni voru sett í skilvindu við 13.000 rpm í 3 mínútur og floti síðan helt 

ofan af (DNA sem botnfall). Ísópróanólið er fjalægt og glösin látin þorna með 

því að snúa glösum á hvolf á hreinum pappír í ~ 15 -60 mínútur. Bætt var því 

næst 300 µl af 70% etanóli og glösunum velt um til að skola vel botnfallið og 

glösin síðan sett í skilvindu við 13.000 rpm í 2 mínútur. Vökvanum helt 

varlega af og etanólið látið þorna með því að snúa glösum á hvolf á hreinum 

pappír í 5-10 mínútur.  

DNAið var að lokum leyst upp í 50 µl af DNA Hydration Solution og 

glösin síðan sett í 65°C og hristing (400 rpm) í 1 klukkustund og síðan höfð 

yfir nótt við 20°C. Sýni voru síðan geymd við -20°C fram að frekari vinnslu en 

erfðaefnið var síðan notað sem mót (e: template) í PCR-mögnun. 
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3.3.2 Pólýmerasa-keðjuhvarf (PCR) 

Úr sýnum var hluti af 16S rRNA geni baktería magnaður upp með notkun 

alhliða bakteríuvísa; 515F-GC (5´CGCCCGCCGCGC 

GCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCGCCAGCAGCCGCGGTA

A-3' staðsetning við basa 515 til 533 hjá Escherichia coli) og 806R (5´-

GGACTACCAGGGTATCAAT-3´ staðsetning við basa 806 til 787 hjá E. 

coli) (TAC Copenhagen). Forward vísirinn er hannaður með 40 bp GC-hala á 

5´ endanum og er halinn undirstrikaður hér að ofan (12). Með notkun þessara 

vísa magnast upp 254 basapara langur erfðaefnisbútur sem hefur mismunandi 

kirnasamsetningu eftir tegundum baktería. Notaður var TEG (3U) polymerasi 

og hvarfið framkvæmt í 50 µl magni. 

 Við keyrslu sýna á DGGE geli var hafður með bakteríustaðall til 

viðmiðunar. Hann var útbúinn með PCR-mögnun á völdum hreinræktuðum 

bakteríustofnum og voru notaðir sömu vísar og polymerasi og hér að ofan en 

hvarfið framkvæmt í 25 µl magni. PCR afurðum þessara stofna var síðan 

blandað saman í eppendorfglasi og úr þessari blöndu verður bakterístaðallinn 

til. Sjá bakteríutegundir staðals í töflu 7 í kafla 4.1. 

Við undirbúning mögnunar var útbúið mastermix sem inniheldur efnin 

sem þarf í mögnunina (tafla 3). Útbúa þarf ávalt örlítið meira magn en fjöldi 

sýna segir til um vegna pípettuskekkju. 

 

                             Tafla 3.  Mastermix fyrir PCR-mögnun 

 
Efni 1 sýni 25 µl 1 sýni 50 µl  

10x DNA Buffer 2,5 5,0 
dNTP 1,25 2,5 
MgCl2 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 µl) 6,0 
dH2O (16,6-12,6µl)  29,2 
Samtals 25,0 µl 50,0 µl 

 

Sett er einföld blanda af mastermixi í hvern og einn brunn og DNA móti bætt 

út í eftir á. Brunnum er lokað og þeim síðan komið fyrir í PCR tæki (MJ-
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Research, PTC-200 Peltier Thermal Cycler). Við PCR-mögnun var notaður 

eftirfarandi prófíll: 

 

                              Tafla 4.  PCR-prófíll 

PCR 
 Hiti Tími Fjöldi hringja 

Upphafs eðlissvipting 94°C 5 mín.   
Eðlissvipting 94°C 1 mín. 

x 40 hringir Annealing/binding 55°C 1 mín. 
Lenging 72°C 2 mín. 
Loka lenging 72°C 10 mín.   

 

3.3.3 Undirbúningur DGGE keyrslu 

Við undirbúning DGGE keyrslu var fylgt leiðbeiningum frá framleiðanda (Bio-

Rad). Byrja þarf að útbúa tvær gerðir afmyndandi lausna (e: denaturing 

solutions) eða svokallaðra stofn-lausna (e: stock-solutions), 0% lausn og 100% 

lausn. Gott er að blanda 100 ml af hvorri stofn-lausn og geyma í kæli (sjá í 

viðauka I). Þegar búið er að útbúa lausnirnar þarf að sía þær og afgasa í um 10 

mínútur. Lausnir geta geymst í kæli í um það bil einn mánuð og þurfa að vera í 

brúnni flösku eða flösku sem vafin er í álpappír til að verja fyrir ljósi. 

Mikilvægt er að þessar lausnir hafi náð herbergishita fyrir notkun.   

Til að gelið fjölliðist (e: polymerize) er bætt út í lausnir 10% 

Ammonium Persulfate (AP) (sjá í viðauka I) og TEMED (N,N,N',N' –

tetramethylenediamine). Gott er að blanda AP í stærri skammti en þarf fyrir 

eina keyrslu sem síðan má geyma í frysti við –20°C í um það bil viku.  

 Þegar gel er útbúið þarf að blanda þrjár lausnir út frá 0% og 100% 

stofn-lausnum. Magnið fer eftir því hvaða styrkhallandi er notaður en hann er 

valinn með það í huga að fá nægjanlegan aðskilnað milli tegunda við rafdrátt. Í 

þessu tilviki var notaður 40-70% afmyndandi styrkhallandi og styrkur 

polyacrylamide var 6% (12). Í töflu 5 má sjá hvernig þessar lausnir eru 

blandaðar í þrjár 25 ml kolbur en gott er að snúa kolbunum í nokkra hringi til 

að tryggja að lausnirnar blandist vel saman. Unnið skal inni í stinkskáp.  
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                              Tafla 5.  Blöndun afmyndandi lausna 

 
 0% stofn-lausn 

ml. 
100% stofn-lausn 

ml. 
Samtals 

ml. 

40% lausn 9,6 6,4       16 
70% lausn 4,8 11,2       16 
Hleðslu lausn 8,0 0        8 

 

Næst þarf að setja saman glerkassettu sem notuð er til að steypa gelið. 

Þykkt gelsins er 1 mm og stærð þess er 16x16 cm. Setja þarf saman glerin tvö 

þannig að þau myndi samloku og þurfa glerin að vera vandlega þrifin áður en 

hafist er handa. Setja þarf 1 mm plastlista (e: spacers) á milli glerjanna og 

maka þunnu lagi af siliconi á þá til að tryggja að gelið leki ekki. Gott er að 

maka einnig þunnu lagi af siliconi undir glerin neðst. Glersamlokan er síðan 

fest saman með tveim klemmum á hliðunum og því næst fest á standinn. Gott 

er að setja brunna-greiðu á milli tómra glerjanna og merkja á glerið hvar 

brunnarnir enda því hleðslu-lausnin (e: stacking-solution) fer á það svæði. 

Hleðslu-lausnin myndar brunna í gelið þar sem hvert sýni er pípettað ofan í 

einn brunn hvert á fætur öðru. 

Notaðar eru tvær sprautur sem hvor hefur tappa á stútnum sem tengist í 

gúmmíslöngu. Þessar gúmmíslöngur tengjast saman með Y stykki og þaðan í 

eina gúmmíslöngu, um 9 cm, með nál nr. 21 á endanum. Nálin fer síðan á milli 

glerjanna þegar lausnir eru komnar í sprauturnar.  Sprautur eru merktar, önnur 

merkt „high” og í hana fer 70 % lausnin, hin merkt „low” og í hana fer 40% 

lausnin. Sprauturnar skrúfast síðan fastar á dæluna sem er stilt á 14,5 þegar 

útbúið skal 16 ml gel. Passa þarf að hjólið á dælunni sé í byrjunarstöðu þegar 

sprauturnar eru festar á.  

 

3.3.3.1 Gelið steypt 

Næst er komið að því að steypa gelið. Blanda skal AP og TEMED í 40% og 

70% lausnir og hleðslu-lausnina en þessi efni láta gelin fjölliðast. Í 40% og 

70% lausnir fara 58 µl af AP og 11 µl af TEMED en í hleðslu-lausn 40 µl af 

AP og 10 µl af TEMED. Eftir þetta skref þarf að hafa hraðar hendur við að 

dæla lausnunum á mili glerjanna áður en þær fara að fjölliðast en fara verður 

þó varlega og forðast myndun loftbóla. Draga þarf lausnir upp úr kolbum í 
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viðkomandi sprautur og koma sprautunum fyrir á dæluna, tengja slöngurnar 

saman og koma nálinni fyrir á milli glerja. Hægt og rólega þarf að snúa hjólinu 

á dælunni og dæla lausnunum upp að merkingunni á glerinu þar sem hleðslu-

lausnin á að byrja. Lausn byrjar að dælast úr „high” sprautunni og síðan úr 

„low” sprautunni þannig að neðst í gelinu er hæsti styrkur afmyndandi efna og 

efst lægsti styrkurinn. Hleðslu-lausnin er dregin upp í sprautu með nál og 

sprautað efst á milli glerjanna mjög varlega. Næst má koma greiðunni fyrir á 

milli glerjanna svo að brunnar myndist. Gelið er látið fjölliðast að lágmarki í 2 

klst. og gott er að láta álpappír eða parafilm yfir efsta hlutann til að koma í veg 

fyrir að efsti hluti gelsins skorpni. Að lokum þarf að hreinsa sprautur, slöngur 

og nálar vel upp úr eimuðu vatni því annars fjölliðast lausnirnar í slöngunum 

sem getur valdið stíflun. 

 

3.3.3.2 Framkvæmd DGGE 

Á meðan gelið er að fjölliðast þarf að undirbúa keyrlsuna. Fylla þarf 

keyrslutankinn með 1x TAE keyrslu buffer en gott er að blanda mikið af 

keyrslu buffer í einu og geyma í 20 L brúsa (sjá í viðauka I). Kveikja þarf á 

keyrslutækinu (BIO-RAD, DCode™ Universal Mutation Detection System) og 

hitaranum því bufferinn þarf að vera 60°C heitur við keyrsluna. Hitunin tekur 

um það bil 1 klst.  

 Þegar gelið hefur storknað er gelkasettan tekin úr standinum, greiðan 

fjarlægð varlega og óhreinindi skoluð í burtu úr brunnunum. 10 ml sprauta er 

fyllt af 1x TAE keyrslu buffer og litlu magni sprautað ofan í hvern brunn. 

Slökkt er á keyrslutankinum og gelkasettunni komið fyrir. Þegar verið er að 

keyra eitt gel þarf þó að vera tóm glerkasetta hinumegin í tækinu því tvær 

glersamlokur mynda „upper buffer“ hólfið svo straumurinn leiði í gegnum 

gelið en fylla þarf þetta hólf með 1x TAE keyrslu buffer 

 Næst þarf að undirbúa sýnin fyrir keysluna. Blanda þarf 30 µl af hverju 

sýni saman við 10 µl af bláum hleðslu lit (e: gel loading dye) (sjá í viðauka I). 

Öll lirfu- og fóðurdýrasýni frá hverjum sýnatökudegi fyrir sig voru keyrð 

saman á geli. Ávallt var keyrður með á geli bakteríustaðall með blöndu af 

þekktum PCR-mögnuðum, hreinræktuðum bakteríustofnum sem stöðvast á 

mismunandi stöðum í gelinu, til að auðvelda samanburð mismunandi banda á 
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gelum. Við hleðslu bakteríustaðla á gel þarf aðeins 15 µl af staðli og 10 µl af 

bláum hleðslu lit. Til að hlaða sýnum í brunna er notuð pípetta með mjóum 

oddi sem er komið fyrir ofan í brunnunum og sýni pípettuð í brunninn. 

Nauðsynlegt er að skrifa niður röðina á sýnunum og merkja gelið til að vita 

hvernig það á að snúa.  

 Lokið er nú sett á keyrslutankinn og kveikt á hitaranum til að ná aftur 

upp 60°C hita á keyrslu buffer en við hleðslu sýna hefur hitinn lækkað. Þegar 

hitinn hefur aftur náð 60°C má tengja á keyrslutankinn við rafgjafann (EC250-

90 EC Apparatus Corporation) sem stilltur er á 60V, 20mA og 10 klst. Eftir um 

það bil 10-15 mínútur skal kveikja á pumpunni í keyrslutankinum. Gott er að 

keyra gelið yfir nótt og gelið geymist í buffernum eftir rafdráttinn þar til komið 

er til vinnu næsta dag. 

 

3.3.3.3 Úrvinnsla sýna 

Eftir keyrsluna er gelkasettan tekin úr keyrslutækinu og gler aðskilin. Gott er 

að hafa gelið á einu glerjanna og færa það yfir í litunarkassa. Gelið er sett ofan 

í kassann og litað með SYBR Gold kjarnsýrulit (Invitrogen) í 15 mínútur, 

SYBR Gold kjarnsýrulitur er einn af næmustu kjarnsýrulitum á markaðnum í 

dag og er mun næmari en ethidium bromide sem oft er notað við kjarnsýrulitun 

(15). Eftir það er gelið tekið afar varlega upp úr litunarkassanum og því komið 

fyrir undir UV-ljósi með InGenius LHR tækjabúnaði og loks greint með 

myndgreiningarforriti (Gene tools, Syngene) þar sem hver bakteríutegund er 

hugsanlega greind sem eitt band á gelinu. Fara þarf mjög varlega við alla 

meðhöndlun á gelunum, þau eru afar viðkvæm og geta rifnað auðveldlega 

Valin voru ákveðin bönd úr DGGE gelum sem voru skorin út. Reynt 

var að velja bönd sem voru ekki með sömu staðsetningu á geli og bönd frá 

bakteríustaðli en einnig var reynt að velja bönd sem voru til staðar í mörgum 

sýnum með sömu staðsetningu. Bönd sem voru til staðar í fáum sýnum voru 

einnig skorin út. Ekki er hægt að skera út öll áhugaverð bönd úr gelum því 

böndin dofna fljótt undir UV-ljósinu auk þess sem  UV-ljósið brýtur niður 

DNA. 

Böndin voru skorin út með dauðhreinsuðum pípettuoddi eða 

skurðarhnífsblaði og komið fyrir í sterílu eppendorfglasi með 50 µl af MilliQ-
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vatni. Til að leysa upp erfðaefni frá gelinu voru sýni sett í skilvindu í 5 

sekúndur og teknir 5 µl ú hverju sýni í PCR-hvarf sem framkvæmt var í 25 µl 

magni með sömu vísum, polymerasa og PCR prófíl og lýst er í kafla 3.3.2.  

Hreinræktaðir bakteríustofnar, sem notaðir eru í bakteríustaðal, og 

erfðaefni úr útskornum böndum var sent til hlutaraðgreiningar hjá Matís-

Prokaria. Efðaefni bakteríustofna í bakteríustaðli var magnað upp og við það 

voru notaðir vísar sem magna nánast allt 16S rRNA genið; F9 (5´-

GAGTTTGATCTGGCTCAG- 3´ ; staðsetning við basa 9 til 27 hjá E. coli) og 

R1544 (5´-AGAAAGGAGGTGATCCA- 3´ ; staðsetning við basa 1544 til 

1528 hjá E. coli). Framkvæmd var hlutaraðgreining á 16S rRNA geninu með 

notkun sérhæfs raðgreiningar vísis (R05). PCR afurðir frá útskornum böndum 

voru raðgreindar með notkun 515F vísis. Niðurstöður hlutaraðgreiningar voru 

síðan fengnar með að bera saman basaraðir við þekktar raðir úr BLAST (26) 

og RDP (35) gagnabönkum á netinu. Sjá má raðir í viðauka II. 
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4 Niðurstöður 

4.1 Niðurstöður raðgreiningar 

Í töflu 6 má sjá niðurstöður þeirra banda sem voru send til hlutaraðgreiningar. 

Því miður fengust ekki niðurstöður þeirra banda sem merkt eru (a-g) á mynd 7 

í tæka tíð fyrir skiladag þessa verkefnis. Þær niðurstöður verða að bíða betri 

tíma. 

Í töflu 7 má sjá niðurstöður hlutaraðgreiningar fyrir hreinræktaða 

bakteríustofna sem notaðir voru í bakteríustaðal á gelum en þessir 

bakteríustofnar voru einangraðir úr ræktanlegri örveruflóru lúðulirfa í 

verkefninu „Notkun lífvirkra efna í lúðueldi“ og raðgreindir hjá Matís-Prokaria 

(18).  

 

Tafla 6.  Niðurstöður hlutaraðgreiningar frá útskornum böndum 

B
a

n
d

 

M
er

k
in

g
 

Staðfesting              
(BLAST) (%) 

Deild                                  
(RDP) (%) 

Fjölskylda/hópur         
(RDP) (%) 

h ● Vibrio sp. 100 γ-Proteobacteria 100 Vibrionaceae 100 

i ● 
Vibrio sp.                              
Shewanella sp. 

100          
100 

γ-Proteobacteria 100 
Vibrionaceae                           
Shewanellacea 

100         
100 

j ● Vibrio sp. 100 γ-Proteobacteria 100 Vibrionaceae 100 
k ● Sphingomonas sp. 100 (of fá basapör)       

l ● 
hvatbera DNA úr 
fiski 

94-96 (of fá basapör) 
      

m ▲ Sphingomonas sp.  100 α-Proteobacteria 100 Sphingomonadaceae 100 
n ▲ Acidovorax sp. 100 β-Proteobacteria 100 Comamonadaceae 89 
o ● Flavobacterium sp.  100 Flavobacteria 100 Flavobacteriaceae 100 
p ● Acidovorax sp. 100 β-Proteobacteria 100 Comamonadaceae 99 

q ● 
Vibrio sp.                               
Shewanella sp. 

100          
100 

γ-Proteobacteria 100 
Vibrionaceae                             
Shewanellacea 

100          
99 

r ● Shewanella sp. 100 γ-Proteobacteria 100 Shewanellaceae 99 
s ● Vibrio sp. 100 (of fá basapör)       

       ● = Þorsklirfur  ▲ = Artemia         
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Tafla 7.  Tegundir í bakteríustaðli 

Band Tegund Aðgangsnúmer í 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 

 
Á mynd 7 má sjá að á öðrum degi eftir klak er bakteríuflóra lirfa úr báðum 

upphafssílóum nokkuð fjölbreytt en greinilega má sjá 5 til 6 bönd í þessum 

sýnum. Bakteríuflóran er einnig mjög svipuð þ.e. böndin koma fram á 

svipuðum stöðum í gelinu þó styrkleiki banda sé aðeins frábrugðinn. Á þessum 

tímapunkti eru lirfurnar ekki farnar að fá utanaðkomandi fæðu.  

 

 
Mynd 7.  DGGE mynstur úr sýnum frá dögum 2 og 15 eftir klak. Sýni úr sílo 1 og 2 (2 
dagar eftir klak). Sýni úr tilraunakerjum 1-9 (15 dagar eftir klak) merkt með 
upprunasílói (1 eða 2), hjóldýrasýni meðhöndluð með ufsapeptíðum (H-U), ómeðhöndluð 
hjóldýrsýni (H-K) og bakteríustaðall (St.).  Bönd útklippt og send í raðgreiningu (a-g). 
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 15 dögum eftir klak hafa lirfurnar nærst á hjóldýrum í 13 daga og er 

bakteríuflóran orðin mun einhæfari í flestum tilraunakerjunum en þó ekki í 

kerjum 5 og 6 þar sem bakteríuflóran er mjög fjölbreytt.  

Ef horft er á kontrólkerin þá er að greinist aðeins eitt band í lirfum úr 

kerjum 1 og 2 sem er hugsanlega sama band og sjá má á degi 2 eftir klak í síló 

1. Ker 2 er mjög svipað og ker 1 en þó virðast móta fyrir fleiri böndum (mjög 

daufum). Ker 3 er frábrugðið kerjum 1 og 2 en þar má sjá greinileg 4 bönd og 

fleiri mjög dauf.  

Lirfur úr kerjum 4-6 fengu ufsameðhöndluð hjóldýr 1x á dag (3x í 

viku) og eru lirfur í kerjum 5 og 6 með mjög svipaða og fjölbreytta 

bakteríuflóru. Þar má sjá greinileg 6-8 bönd og 3 þeirra má hugsanlega einnig 

sjá á degi 2 eftir klak í sílói 2. Ker 4 er mjög frábrugðið kerjum 5 og 6 þar sem 

einungis 2 bönd eru til staðar og annað þeirra mjög áberandi. Þessi 2 bönd 

greinast ekki 2 dögum eftir klak í síló 2.  

Ker 7 og 9 (sýni úr keri 8 misfórst) hafa fengið ufsameðhöndluð 

hjóldýr 2x á dag (3x í viku). Í keri 7 greinast einungis 2 bönd og annað þeirra 

er mjög áberandi. Í lirfum úr keri 9 greinast 4 bönd og má þar finna sama 

áberandi bandið og í keri 7. Þetta band sem greinist í kerjum 7 og 9 má einnig 

finna í lirfum úr kerjum 3 og 4. 

Hjóldýrasýnin komu ekki vel út og aðeins greinast bönd í einu sýni af 

þeim sem rannsökuð voru og eru það ufsameðhöndluð hjóldýr. Greinilega má 

sjá þar 3 bönd sem hugsanlega má greina í lirfum í hluta tilraunakerjanna. 
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4.3 DGGE mynstur, dagur 36 eftir klak 

Mynd 8 sýnir að 36 dögum eftir klak hefur bakteríuflóran gjörbreyst frá fyrri 

sýnatökudegi og er orðin mjög einhæf. Í öllum kerjum, að undanskildum 

kerjum 6 og 9, má greina 2-3 bönd (h, i og j) sem samkvæmt niðurstöðum 

raðgreiningar eru allt Vibrio sp.. 

 

 
Mynd 8.  DGGE mynstur úr sýnum frá degi 36 eftir klak. Sýni úr tilraunakerjum 1-9 
merkt með upprunasílói (1 eða 2), meðhöndlað Artemia sýni (A-U) og bakteríustaðall 
(St.). Bönd útklippt og send í raðgreiningu (h-n) og þær niðurstöður má sjá í töflu 6. 

 

 
Í keri 6 má einnig greina þessi sömu bönd auk annars sem skv. niðurstöðum 

raðgreiningar er Sphingomonas sp. (k). Annað mjög dauft band er til staðar 

sem ekki var hægt að skera út en það hefur svipaða staðsetningu og band (n) úr 

fóðurdýrum sem greinist sem Acidovorax sp. skv. raðgreiningu. Í keri 9 

greinist aðeins eitt band (l) og hefur það mestu líkindi við hvatbera DNA úr 

fiski.  

 Aðeins var keyrt eitt sýni af fóðurdýrum (Artemia) á þessu geli og er 

það ufsameðhöndluð Artemia. Í þessu sýni greinast 3 bönd greinilega auk 

tveggja mjög daufra banda. Band (m) greinist skv. niðurstöðum raðgreiningar 
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Shingomonas sp. og band (n) sem Acidovorax sp.. Þriðja bandið er hugsanlega 

það sama og band (j) úr keri 6 sem greint var Vibrio sp.. 

 

4.4 DGGE mynstur, dagur 42 eftir klak 

Mynd 9 sýnir miklar breytingar á bakteríuflórunni á degi 42 eftir klak 

samanborið við dag 36 eftir klak. Vibrio-tegundirnar sem ríkjandi voru á degi 

36 eftir klak greinast enn í nokkrum sýnum en aðrar tegundir finnast einnig. 

 
 

 
Mynd 9.  DGGE mynstur úr sýnum frá degi 42 eftir klak. Sýni úr tilraunakerjum 1-9 
merkt með upprunasílói (1 eða 2), sýni frá ómeðhöndlaðri Artemia (A-K), sýni frá 
Artemia meðhöndlari með ufsapeptíðum (A-U) og bakteríustaðall (St.). Bönd útklippt og 
send í raðgreiningu (o-s) og þær niðurstöður má sjá í töflu 6.  

 

 Ef horft er á ker 1-3 þá sést að bakteríuflóra lirfa er mjög mismunandi. Í 

keri 1 er eitt mjög áberandi band og ber það nokkurnveginn upp á sama stað í 

gelinu og band B í bakteríustaðlinum sem er Vibrio splendidus. Þetta band 

greinist ekki í kerjum 2 og 3. Í keri 2 má sjá 3 bönd og önnur 4 eru 

ógreinilegri. Band (o) er skv. niðurstöðum raðgreiningar Flavobacterium sp. 

og er ekki að sjá greinilega í öðrum sýnum, band (p) sem Acidovorax sp. sem  
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hugsanlega má sjá einnig í fóðurdýrum á degi 36 eftir klak og í keri 6 sama 

dag. Bandið sem er hvað mest áberandi hefur mjög svipaða staðsetningu í 

gelinu og band (s) í keri 7 sem er skv. niðurstöðum raðgreiningar Vibrio sp.. Í 

keri 3 eru sjáanleg 3 bönd, band (q) er Vibrio sp. og hefur svipaða staðsetningu 

á gelinu við band (h) frá degi 36 eftir klak (Vibrio sp.). Annað band í þessu 

keri hefur svipaða staðsetningu og band A frá bakteríustaðli 

(Pseudoalteromonas elyakovlii) og loks er dauft band sem hefur svipaða 

staðsetningu og band (s) í keri 7 sem var greint sem Vibrio sp.. 

 Mismunandi bakteríuflóra er einnig í lirfum úr kerjum 4, 5 og 6. Tvö 

bönd greinast þó í öllum kerjunum, annarsvegar band sem hefur svipaða 

staðsetningu og band A í bakteríustaðli (Pseudoalteromonas elyakovlii) og 

hinsvegar band sem hefur svipaða staðsetningu og band (s) úr keri 7 (Vibrio 

sp.). Í keri 4 greinist einnig band á svipuðum stað og band B í bakteríustaðli 

(Vibrio splendidus). Ef horft er á ker 5 þá er bakteríuflóran fjölbreyttust þar af 

þessum þremur kerjum og má sjá um 9 bönd, þar af 4 mjög dauf. Band (r) 

greindist sem Shewanella sp. enda hefur það mjög líka staðsetningu og band D 

í bakteríustaðli (Shewanella baltica). Þetta band sést ekki í kerjum 4 og 6 né 

neinum öðrum sýnum frá þessum sýnatökudegi. Ker 6 hefur mjög svipað 

bandamunstur og ker 3 og 8 en þar eru einungis 3 bönd að finna. Tvö þeirra 

greinast líka í keri 4 en 1 band hefur mjög svipaða staðsetningu og band (q) úr 

keri 3 (Vibrio sp.). 

 Lirfur úr kerjum 7, 8 og 9 hafa svipaða bakteríuflóru. Í kerjum 7 og 8 

eru vel greinanleg 3 bönd og önnur 2 eru mjög ógreinileg. Tvö þessara þriggja 

banda eru hugsanlega Vibrio sp. og það þriðja hefur svipaða staðsetningu og 

band A í bakteríustaðli (Pseudoalteromonas elyakovlii). Í keri 9 má sjá 4 dauf 

bönd þar sem tvö þeirra greinast líka í kerjum 7 og 8 (Vibrio sp. og band A, 

Pseudoalteromonas elyakovlii). 

Bæði sýnin af fóðurdýrum koma mjög illa út og ekki er unnt að greina 

afurðir í þessum sýnum. 
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4.5 Reiknuð afkoma úr tilraunakerjum og gæði lirfa 

42 dögum eftir klak var tilrauninni hætt og reiknuð var afkoma úr hverju keri 

fyrir sig sem og meðaltals afkoma fyrir hvern tilraunahóp fyrir sig. Einnig 

voru um 20 lirfur lengdarmældar úr hverju keri og þær skoðaðar m.t.t. 

útlitsgalla (tafla 8). 

 
              Tafla 8.  Lifunarprósenta lirfa og fjöldi útlitsgalla 

Tilraunaker 
Lifun  
(%) 

Lifun per hóp (%) 

Fjöldi 
útlitsgallaðra 

lirfa af mældum 
lirfum 

1 11,1% 
12,8% 

0 af 19 
2 10,3% 3 af 20 
3 17,0% 7 af 22 
4 8,7% 

12,4% 
1 af 19 

5* 8,7% 1 af 19 
6 19,8% 0 af 20 
7 12,8% 

13,9% 
1 af 21 

8 16,3% 1 af 19 
9 12,8% 1 af 20 

* Á degi 15 eftir klak fór af rafmagn í kerinu og um 300 lirfur dóu 
 

Í ljós kom að besta afkoma úr stöku tilraunakeri kom úr keri 6 eða 

19,8% lifun. Best var meðaltals afkoma úr þeim hóp sem var meðhöndlaður 

2x á dag með ufsapeptíðum (3x í viku) á sýnatökutímanum en þar var lifun 

lirfa 13,9%. Útlitsgallar voru flestir í lirfum í kontrólhóp en áberandi fæstir í 

báðum meðhöndluðu hópunum. 

 

Tafla 8 er einfölduð úr stærri töflu sem kemur frá starfsmönnum Hafró á Stað 

og má sjá í viðauka III. 
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5 Umræður 

Ufsapeptíðin sem notuð voru í rannsókninni virðast ekki hafa haft hamlandi 

áhrif á vöxt ákveðinna hópa baktería í lirfum eða fóðurdýrum þar sem ekki er 

að sjá minni fjölbreytni í bakteríuflóru meðhöndluðum og ómeðhöndluðum 

lirfum. Meðhöndlun virðist hinsvegar hafa jákvæð áhrif á gæði lirfa og afkomu 

eins og sjá má í töflu 8. Best var meðaltals afkoman í kerjum 7, 8 og 9 en þar 

voru lirfur fóðraðar tvisvar sinnum á dag með lifandi fóðurdýrum sem 

meðhöndluð voru með ufsapeptíðum. Lifun lirfa í þessum kerjum var að 

meðaltali 13,9% á móti 12,8% lifun lirfa í viðmiðunarhóp (ker 1, 2 og 3).  

Athyglisvert er einnig að horfa á afkomutölur úr lirfukerjum 4, 5 og 6 

þar sem lirfur voru fóðraðar einu sinni á dag með fóðurdýrum sem 

meðhöndluð voru með ufsapeptíðum. Á degi 15 eftir klak fór rafmagn af í keri 

5 sem hafði þær afleiðingar að mikil afföll urðu á lirfum og lifun í því keri var 

aðeins um 8,7% í lok tilraunarinnar. Lifun lirfa í keri 6 var hinsvegar 19,8% og 

var best afkoma lirfa í þessu keri ef horft er á einstaka ker. Ef ker 5 er 

undanskilið, er meðaltalsafkoma lirfa í þessum hóp 14,3% og því hugsanlega 

hægt að draga þá ályktun að fóðrun lirfa með meðhöndluðum fóðurdýrum 1x á 

dag hafi jafnvel haft betri áhrif á lirfurnar en fóðrun með fóðurdýrum sem 

fengu meðhöndlun 2x á dag.  

Svo virðist sem að ufsapeptíðin hafi jákvæð áhrif á gæði lirfanna þar 

sem áberandi færri útlitsgallar voru á lirfum sem meðhöndlaðar voru með 

ufsapeptíðum samanborið við viðmiðunarhóp (tafla 8). Þetta samræmist þeim 

niðurstöðum sem fengust í verkefninu „Notkun lífvirkra efna í lúðueldi” (18) 

en þær gáfu vísbendingar um að fóðrun lúðulirfa með fóðurdýrum sem 

meðhöndluð voru með fiskpeptíðum gæti hugsanlega haft jákvæð áhrif á 

myndbreytingu lirfa.  

Niðurstöður þessarar rannsóknar gefa því vísbendingar um að 

meðhöndlun fóðurdýra með ufsapeptíðum í þorskeldi hafi jákvæð áhrif á lirfur 

m.t.t. lifunar svo og gæða lirfa. Það er því áhugavert að rannsaka frekar áhrif 

lífvirkra fiskpeptíða í þorskeldi með það að markmiði að auka lifun og gæði 

lirfa um leið og verðmæti afurðanna sem peptíðin eru unnin úr eru aukin. 
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Niðurstöður raðgreiningar á böndum sem skorin voru úr gelum sýna að 

í einu keri greinist hvatbera DNA (band l, 36 dögum eftir klak) sem 

væntanlega er úr þorskseiðunum. Þetta band sést ekki í öðrum sýnum og 

bendir það til þess að vinnsla á þessum flóknu sýnum geti í einstaka tilfellum 

leitt til þess að við útdrátt DNA eða PCR-mögnun á erfðaefninu geti erfðaefni 

þorsksins orðið yfirgnæfandi. Vísarnir sem notaðir eru í PCR-mögnun eru 

alhliða bakteríuvísar en svo virðist sem möguleiki sé á að vísarnir nái að 

magna upp hvatbera erfðaefni þorsksins. Aðferðin var sett upp og þróuð í 

verkefnum sem í gangi eru í samstarfi Matís ohf. og Háskólans á Akureyri við 

Fiskey hf. og fleiri aðila þar sem rannsóknir beinast að heildarflóru baktería á 

fyrstu stigum lúðueldis. Í fyrstu var þetta ansi stórt vandamál og sýndi 

raðgreining á útskornum böndum úr gelum að 18S rRNA úr lúðulirfunum voru 

yfirgnæfandi í sýnunum (4). Í fyrstu voru notaðir aðrir vísar en sem einnig 

voru alhliða bakteríuvísar (338F og 518R) og magna upp ákveðnar raðir innan 

V3 svæðisins á geninu, en við þróun aðferðarinnar hefur m.a. verið skipt um 

vísa og hafa vísarnir sem notaðir eru í þessu verkefni, 515F-GC og 806R (12), 

verið notaðir með góðum árangri.  

Langur tími hefur farið í það að þróa og betrumbæta PCR-DGGE 

aðferðina til rannsókna á heildarflóru baktería á fyrstu stigum lúðueldis og er 

þetta verkefni unnið út frá þeirri aðferð. Prófuð hafa verið mismunandi vísapör 

sem magna upp mismunandi svæði innan 16S rRNA gensins en þekkt er að 

hönnun vísanna hefur mikil áhrif á það hvaða svæði innan gensins eru mögnuð 

upp í PCR (38). Við þróun aðferðarinnar hafa auk þess verið reyndar ýmsar 

mismunandi aðstæður við að keyra afurðirnar í gegnum gelin og má þar sem 

dæmi nefna styrk polyacrylamide í gelinu sem og styrk afmyndandi efna en 

hvort tveggja hefur áhrif á aðskilnað afurða í gelunum. Niðurstöður þessara 

rannsókna sýna að með notkun vísaparsins 515F-GC og 806R, 6% 

polyacrylamide gel og 40-70% afmyndandi styrkhallanda fæst góður 

aðskilnaður milli banda úr umhverfissýnum á fyrstu stigum lúðueldis. 

Hinsvegar hefur ekki enn tekist að leysa þau vandamál sem tengst hafa 

greiningu bakteríuflóru í sýnum af fóðurdýrum (Artemia). Oftar en ekki hafa 

ekki greinst nein bönd í þessum sýnum og reyndist sama vandamál uppi á 

teningnum í þessu verkefni (myndir 7 og 9). Ástæður þessa má hugsanlega 

rekja til aðferðarinnar sem beitt er við að einangra DNA en hingað til hefur 
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verið notað einangrunarsettið PureGene® frá Gentra. Prófaðar hafa verið 

mismunandi útgáfur af aðferðinni sem og að nota aðrar einangurnaraðferðir þar 

sem frumurof var m.a. framkvæmt með Chelex aðferð.  

Því var ákveðið í þessu verkefni að nemandi skyldi rannsaka aðrar 

leiðir til einangrunar á DNA úr sýnum af fóðurdýrum. Fóðurdýr eru auðguð 

með fitublöndum og eru því afar fiturík og líkur eru taldar á því að fituinnihald 

fóðurdýranna hafi eitthvað með það að gera hversu erfiðlega gengur að 

einangra DNA úr þessum sýnum. Reynd var aðferð sem reynst hefur vel við 

einungrun ,,erfiðra” sýna, fenól-klóroform aðferðin (25) en sú aðferð er fremur 

tímafrek og krefst auk þess notkunar á mjög eitruðum efnum s.s. fenól og 

klóroform. Einnig var reynd aðferð sem jafnan er notuð á rannsóknarstofu 

Matís-Prokaria fyrir ,,erfið” sýni og er sú aðferð einnig tímafrek og þar sem 

einnig er notað fenól við einangrunina. Báðar þessar aðferðir skiluðu svipuðum 

árangri og fékkst með notkun PureGene® kit og var því ákveðið að halda 

áfram að nota PureGene® kit frá Gentra við einangrun DNA í verkefninu. Vel 

gengur að einangra bakteríu DNA úr hluta sýna af fóðurdýrum en í öðrum 

greinast engin bönd þegar afurðirnar eru keyrðar í DGGE. 

 
Mikil afföll hafa jafnan verið tengd við eldisumhverfi sem og 

bakteríuálag frá fóðurdýrum og tækifærissýklum (27). Ónæmiskerfi fisklirfa er 

í upphafi mjög óþroskað og eru þær því ekki vel í stakk búnar til að bregðast 

við miklu bakteríuálagi (41). Samsetning bakteríuflóru í lirfum getur verið 

mjög mismunandi því þekkt er að lirfur drekki eldisvökvann áður en þær taka 

til sín utanaðkomandi fæðu og jafnframt er þekkt að fóðurdýrin geta borið 

bæði æskilegar og óæskilegar bakteríur með sér yfir í lirfurnar (27). Því er 

mikilvægt að reyna að kortleggja samsetningu bakteríuflórunnar í lirfueldinu ef 

leita á leiða til að halda bakteríufjölda í skefjum og reyna að koma í veg fyrir 

mikil afföll á þessu viðkvæma stigi (18). 

Í ljós kemur þegar DGGE gelin eru skoðuð saman að mikill 

fjölbreytileiki greinist í bakteríuflórunni, bæði þegar lirfusýni úr mismunandi 

eldiseiningum eru borin saman svo og í lirfum á mismunandi þroskastigum. 

Almennt má segja að bakteríuflóran verði einhæfari þegar á líður 

sýnatökutímann en þó með nokkrum undantekningum. 
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Mikið greinist af Vibrio-tegundum í sýnum, sérstaklega í sýnum sem 

tekin eru 36 dögum eftir klak, og samræmist það öðrum rannsóknum á 

samsetningu bakteríuflóru á fyrstu sigum þorskeldis (6). Innan Vibrio-

ættkvíslarinnar má bæði finna tegundir sem notaðar hafa verið sem 

bætibakteríur í fiskeldi svo sem Vibrio alginolyticus, (45) og tegundir sem eru 

þekktir sýkingarvaldar í fiski í eldi t.d. Vibrio (Listonella) anguillarum (41).  

 Ef skoðað er hvernig bakteríuflóran er í kerjum 42 dögum eftir klak má 

sjá á bandamunstri gelsins að bakteríuflóran er mjög svipuð í kerjum 3, 6, 7 og 

8. Í öllum þessum kerjum má greina 3-4 bönd með svipaða staðsetningu á 

gelinu. Tvö þessara banda voru greind sem Vibrio sp., það þriðja hefur svipaða 

staðsetningu og band A í bakteríustaðli (Pseudoalteromonas elyakovlii) og það 

fjórða hefur svipaða staðsetningu og band (e), á geli með sýnum tekin 2 og 15 

dögum eftir klak, sem ennþá á eftir að raðgreina. Í þessum fjórum kerjum 

fékkst best afkoma lirfa í tilrauninni, þ.e. 17,0% lifun í keri 3, 19,8% í keri 6, 

12,8% í keri 7 og 16,3% í keri 8, samanborið við 13,0% meðaltalslifun í öllum 

tilraunakerum á tímabilinu. Auk þess greindust engir útlitsgallar á lirfum í 

úrtakinu úr keri 6. Bakteríuflóran hefur því þróast yfir tilraunatímann í þá átt 

að svipuð samsetning bakteríuflóru greinist í lirfum úr kerjum þar sem afkoma 

lirfa var best og má því ef til vill draga þá ályktun að semsetning bakteríuflóru 

í þessum kerjum hafi góð áhrif á þorsklirfurnar á þessum fyrstu og 

viðkvæmustu stigum eldisins.  

Afkoma úr lirfukerjum í tilrauninni var góð miðað við afkomu í 

stöðinni almennt sem er að meðaltali um 10%. Þetta kemur nokkuð á óvart 

vegna þess að hrognin sem notuð voru sem efniviður í tilraunina voru fengin í 

lok hrygningartímabilsins en þekkt er að gæði hrogna sem fengin eru við lok 

hrygningartímabils eru ekki eins góð og gæði hrogna í upphafi tímabils (43). 

Afkoma og gæði lirfa sem fengu lífvirku efnin reyndist yfir meðallagi ef 

tilraunahópurinn er skoðaður í heild sinni og að meðaltali betri í þeim hóp sem 

fóðraður var með meðhöndluðum fóðurdýrum 2x á dag samanborið við 1x á 

dag. Rannsóknin var framkvæmd í þrítekningu og má því draga þá ályktun að 

meðhöndlun með ufsapeptíðum geti skilað hraðari vexti svo og bættri afkomu 

og gæðum lirfa. Þó á eftir að rannsaka frekar það magn peptíða sem hentugast 

er að nota, lengd meðhöndlunartíma og ekki síst hvort meðhöndlun skilar sér í 

auknum vexti og betri afkomu lirfa þegar lengra líður fram í eldisferilinn. 



Háskólinn á Akureyri  Viðskipta- og raunvísindadeild 

 41

6 Samantekt / Lokaorð 

 
Megin rannsóknarspurningum þessa verkefnis hafa verið gerð skil. Í ljós kom 

að mynstur heildarflóru baktería í þorsklirfum er mismunandi bæði þegar lirfur 

í einstaka tilraunaeiningum eru bornar saman svo og á milli mismunandi 

tímabila í þroskunarferli þeirra. Breytingar má sjá á samsetningu 

bakteríuflórunnar frá því skömmu eftir klak, þegar lirfur eru enn ekki farnar að 

fá utanaðkomandi fóður, og fram að næstu sýnatöku þegar lirfur eru farnar að 

fá lifandi fóðurdýr. Einnig kom í ljós að mynstur bakteríuflórunnar tengist 

hugsanlega afkomu og gæðum lirfa. Svipuð bakteríuflóra var í lirfum úr 

kerjum þar sem afkoma lirfa var best en bandamynstrið í geli frá lirfum úr 

þessum kerjum var ólíkt bandamynstri lirfa í öðrum kerjum þar sem afkoma 

var ekki jafn góð. Fóðrun lirfa með fóðurdýrum sem meðhöndluð voru með 

ufsapeptíðum gefur vísbendingar um að meðhöndlunin geti skilað hraðari vexti 

svo og bættri afkomu og gæðum lirfa. Mynstur bakteríuflóru lirfa úr þessum 

kerjum var nokkuð frábrugðin bakteríumynstri í ómeðhöndluðum lirfum og má 

því draga þá ályktun að meðhöndlun með ufsapeptíðum hafi hugsanlega áhrif á 

samsetningu bakteríuflóru þorsklirfa.  

 Í verkefninu gekk brösuglega að rannsaka bakteríuflóru fóðurdýra með 

þeim aðferðum sem til þess var beitt og er það vandamál sem ekki hefur verið 

leyst. Hugsanlega þarf að finna aðrar leiðir til að einangra erfðaefni baktería úr 

fóðurdýrum en aðferðin skilar stundum góðum niðurstöðum og stundum 

engum og ekki er fyllilega ljóst hvaða ástæður liggja þar að baki. 

 Með þessu verkefni hefur verið sýnt fram á að PCR-DGGE aðferðin er 

ágæt leið til að rannsaka samsetningu bakteríuflóru þorsklirfa á fyrstu stigum 

þorskeldis. Með því að skera út erfðaefni úr böndum DGGE gelsins og 

raðgreina erfðaefnið má fá upplýsingar um það hvaða tegundir baktería er að 

finna í sýnum sem getur verið mjög mikilvægtað vita. Áhugi er fyrir því að 

finna leiðir til þess að stýra samsetningu bakteríuflóru á þessum fyrstu og 

viðkvæmustu stigum eldisins. PCR-DGGE aðferðin virðist því hentug leið til 

þess að rannsaka þær breytingar sem verða á bakteríuflóru lirfa og fóðurdýra 

við mismunandi meðhöndlun í eldinu.  
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8 Viðaukar 

 8.1 Viðauki I.  Efni og lausnir fyrir DGGE   

 
                     Tafla 1.  Lausnir fyrir DGGE  

Heiti lausnar Framleiðandi Magn 
100% afmyndandi lausn (6% gel) 

40% Acrylamide/Bis Bio-Rad 15 ml 
50x TAE buffer Bio-Rad 2 ml 
Formamíð (afjónað) Sigma 40 ml 
Þvagefni Bio-Rad 42 g 
dH2O  upp að 100 ml 
Samtals:  100 ml 

0% afmyndandi lausn (6% gel) 
40% Acrylamide/Bis Bio-Rad 15 ml 
50x TAE buffer Bio-Rad 2 ml 
dH2O  83 ml 
Samtals:  100 ml 

1x TAE keyrslu buffer 
50x TAE buffer Bio-Rad 280 ml 
dH2O  13720 ml 
Samtals:  14000 ml 

10% Ammonium Persulfate lausn 
Ammonium Persulfate Bio-Rad 0,1 g 
dH2O  1 ml 

SYBR Gold kjarnsýrulitur (pH ~ 8) 
SYBR Gold 10.000 concentrate Invitrogen 10 µl 
1x TAE buffer  100 ml 

 
 



 

 b

8.2 Viðauki II.  16S rRNA raðir úr hlutaraðgreiningu 

 
Band (h) 
CCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTC

TACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCAATTCCGAGGT

TGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGCGCTTTAC

GCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGG

CGCCCCCCGTGCCCC 

 
 
Band (i) 
GCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCT

GAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCAATT

CCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGC

GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGG

CTGCTGGCGCCCCCCGTGCCCCCG 

 
 
Band (j) 
GGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCT

ACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAAT

GCTATTCCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCT

GCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTA

CCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCCCCC 

 
 
Band (k). Raðgreiningin var léleg nema þessi hluti: 
CCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAATAACGCTAGCTCCCTCC

GTATTACCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCCC 

 
 
Band (l) 
GGAGGTTTAGGGCACTTTCGTGATTGTTCTTCGTGACTTCGGATGCGTATAA

CTGCTTTGAAGCTGTTCGGCCATATTTTCTCTTTTTTCTTAACCACGCTTTA

CGCCGTTTTTCATCAATTTGGGCCTCTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCGCCA

CCCGTGCCC 

 
 
Band (m) 
CTGGTGTTCTTCCGAATATCTACGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCAC

TCACCTCTCCTGGATTCAAGCGATGCAGTCTTAAAGGCAATTCTGGAGTTGA

GCTCCAGGCTTTCACCTCTAACTTACAAAGCCGCCTACGTGCGCTTTACGCC

CAGTAATTCCGAATAACGCTAGCTCCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCGC

CCCCCGTGCCCCC 

 
 
 
 
 
 



 

 c

Band (n) 
TTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCATATCTACGCATTTCACTGCTACAC

GCGGAATTCCATCCCCCTCTGCCGTACTCTAGCTATACAGTCACAAATGCAG

TTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGTCTTATATAACCGCCTGCGC

ACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGC

GGCTGCTGGCGCCCCC 

 

 

Band (o) 
TCATATATTAGTAGTAACCTGCCTTCGCAATTGGTATTCCATGTAATCTCTA

AGCATTTCACCGCTACACTACATATTCTAGTTACTTCCTAATAATTCAAGTC

AGACAGTATCAATGGCCGTTCCACCGTTGAGCGATGGGCTTTCACCACTGAC

TTATCTGACCGCCTACGGACCCTTTAAACCCAATGATTCCGGATAACGCTTG

GATCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCCCCC 

 

 

Band (p) 
AGCGTCAGTACAGGCCCAGGGGATTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCGCAT

ATCTACGCATTTCACTGCTACACGCGGAATTCCATCCCCCTCTGCCGTACTC

TAGCTATACAGTCACAAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACAT

CTGTCTTATATAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAAC

GCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCCCC 

 

 

Band (q) 
TTCGCCACCGGTATTCCTTCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAA

ATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCAATTCCG

AGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGCGCT

TTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTG

CTGGCGCCCCCCGTGCCCCCGCCC 

 

 

Band (r) 
GGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCT

ACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGTTCGCCAGTTCGAAAT

GCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTCGCTTAACAAACCGCCT

GCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGGACCCTCCGTATTA

CCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCCC 

 

 
Band (s). Raðgreiningin var léleg nema þessi hluti: 
CCACCTGCATGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCC

GTATTACCGCGGCTGCTGGCGCCCCCCGTGCC 

 



 

 d

8.3 Viðauki III.  Afkomutölur tilraunakerja  

 
Tafla 2.  Lifunarprósenta lirfa og fjöldi útlitsgalla 

Lífvirk efni í lirfueldi þorsks - Tilraun í Hafró jan-feb. 2008 

Ker 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Fjöldi 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% 

Ath.         
300 dauðar 

d.15         
Mælingar 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 
Mælingar 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 11,4 10,4 9,2 9,2 11,1 
Hausfetta 11,4 11,0 9,6 11,8 11,2 8,6 9,1 9 12,3 
Skökk 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 
Lítill 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   
Fjöldi í mælingu 19 20 22 19 20 20 21 19 20 
Fjöldi lirfa per 
hóp 

1.287 1.215 1.490 

Lifun lirfa per 
hóp 

12,8% 12,4% 13,9% 

Nýtt ker E-16 E-17 E-18 
 

 
 
 


