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Eins og nafn verkefnisins ,Préun erféagreiningaradferdar til tegundaakvordunar
helstu nytjastofna islands“ (tilvisunarnimer AVS R 012-07 (08)) gefur til kynna,
pa var markmid verkefnisins ad prdéa hradvirka og abyggilega
erfdagreiningaradferd til ad tegundagreina islenska nytjastofna sjdvar. Engin
fljdtleg og areidanleg greiningaradferd var til fyrir islenska nytjastofna sjavar
sem eru @ hinum ymsu lif- og vinnslustigum. Fram ad pessu hafa utlitsgreiningar
verid radandi i tegundagreiningum fléknari lifvera en su vinna krefst mjog
pjalfadra flokkunarfreedinga og er su adferd ad ollu jofnu timafrek. Margar
sjavarlifverur, egg, lirfur, seidi og ungvidi fiska er mjog erfitt ad greina ut fra
utlitseinkennum. Ef syni eru ekki heil eda greina & éproskud lifform pa geta
sérfraedingar jafnvel ekki greint synid til tegundar.

Radgreining @ tegundaadgreinandi genum (merkigenum) er 6flug og
fliétleg adferd til ad tegundagreina Spekktar lifverur. | verkefninu voru 26
nytjastofnar sjavar rannsakadir. Erfdaefni var einangrad Ur synunum en sidan
voru hvatberagenin cytochrome c oxidase subunit 1 (COI), cytochrome b (Cytb)
og 16S RNA (16S) mognud upp med vardveittum visum og pvi naest radgreind.
Adferdin var pekkt en nokkur vinna var i pvi ad finna réttu visana og
mognunaradstaedurnar fyrir hina ymsu hépa. Buid er ad sampykkja pad &
alpjodavisu ad nota COlI genid@ sem merkigen og nokkur stér
radgreiningarverkefni eru i gangi par sem stérir og 6flugir gagnabankar eru i
uppbyggingu (s.s. “Barcode of Life” ). | verkefninu voru COI, Cytb og 16S genin
hlutaradgreind fyrir nytjastofnana en alls voru 1-5 einstaklingar skodadir fyrir
hverja tegund. Pessum rédum var safnad i gagnabanka sem var utbdinn asamt
birtum rédum fyrir pessar tegundir og annarra skyldra tegunda.

begar buid var ad prda adferdina og koma gagnabankanum upp var
neemni adferdarinnar kdnnud med premur gerdum épekktra syna (blind syni). i
fyrsta lagi voru syni fengin ur fiskverslunum, i 68ru lagi voru syni Ur synasafni
Hafrannsdknarstofnunarinnar greind og ad lokum voru greind seidi sem voru 2-
8 cm 16ng. | 8llum tilvikum tokst ad tegundagreina dpekktu synin med DNA
erfdagreiningaradferdinni en utlitsgreiningar a seidunum voru nokkud erfidar.

DNA tegundagreining er mun hradvirkari, édyrari og ndkvaemari en
hefdbundnar utlitsgreiningar. bessi adferd kemur pvi sterkt inn i atvinnulifid til
ad tryggja oruggar greiningar a 6llum lifsformum nytjastofnanna, til greiningar
blandadra syna ur sjé og til tegundagreiningar a oOllum vinnslustigum
sjavarafurda. Matis-Prokaria hefur nu pegar fengid vidskipti ut a svona
greiningarpjonustu.

Lykilord @ islensku:

Tegundargreining, nytjastofnar sjavar, 16S, COI, Cytb.
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Summary in English:

The goal of the project “Species identification of Icelandic marine organisms
using a genetic analyzes technique” (project no. AVS R 012-07 (08)) was to
develop a sequencing databank for three chronometer mitochondria genes for
26 Icelandic marine species. Furthermore, to develop a DNA protocol to analyze
mixed unknown samples, such as juveniles of fishes and identification of fishes
in fish stores.

Classical morphological identification of marine species is time-
consuming and depends on a high degree of taxonomic expertise. This expertise
is currently falling short, therefore, in many cases the identification of a species
is the major bottleneck in marine biodiversity and ecosystem research. On
demand, molecular diagnostic techniques have proven to be successful species
identification tools. Recently, DNA barcoding has been highly accepted as a
rapid, cost-effective and broadly applicable tool for species identification.
Currently, the three most common DNA barcoding targets are the
mitochondrial genes cytochrome c oxidase | (COI), cytochrome b (Cytb) and 16S
RNA (16S). For DNA barcoding, the mtDNA gene, cytochrome c oxidase | (COI),
has been highlighted as the genetic marker for species identification in huge
international projects, like the project “Barcode of Life”. In this project we did a
partial sequencing of these three genes of 26 Icelandic marine organisms that
are utilized in Iceland. The method is straight forward; DNA is isolated from the
specimen, the three genes are PCR amplified in separated reactions by using
universal primers and then sequenced. A database was developed, saving the
sequences obtained in the project for the three genes.

Finally, 24 unknown samples (blind samples) were analyzed. Part of the
samples were fish fillets from fish shops, some were samples from the databank
of MRI and some samples were juvenile fishes that were difficult to identify by
morphology. All samples were species identified easily by using the sequencing
method, supporting the importance of the method.

DNA species identification is more rapid, cost-effective and more
accurate than the classical morphological identification method. Therefore, this
method is an important tool for the industry to ensure reliable identification of
marine organisms in all life stages and process stages. Matis-Prokaira has
already customers for such identification services.

English keywords:

Barcoding, marine species identification, 16S, COI, Cytb
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1. INNGANGUR

Markmid verkefnisins var ad préa hradvirka og abyggilega erfdagreiningaradferd til ad
tegundagreina islenska nytjastofna sjavar. Adferdin var tvipeett. Annars vegar ad Uthla
gagnabanka sem innihélt radgreiningar a premur tegundaadgreinandi genum fyrir pa 26
islensku nytjastofna sjavar sem Hafrannsoknastofnunin hefur & skra sinni. Hins vegar ad préa
DNA aodferdafraedi til ad greina 6pekkt syni med pvi ad nota upplysingarnar i gagnabankanum.
Engin fljdtleg og areidanleg greiningaradferd var til fyrir islenska nytjastofna sjavar sem eru a
hinum ymsu lif- og vinnslustigum og pess vegna var mikil porf fyrir gdéda og 6rugga adferd.
Margar sjavarlifverur, egg, lirfur, seidi og ungvidi fiska, er mjog erfitt ad greina ut fra
Gtlitseinkennum. paer adferdir sem notadar eru ad mestu i dag eru mjog timafrekar og krefjast
mikillar pjalfunar i flokkunar- og greiningarfreedum. Greiningarvinnan er pess vegna oft mikill
floskuhals. Einnig er haegt ad nota adferdina til ad greina magainnihald fiska og til ad skera ur
um vafamal & fiskimoérkudum sem er sivaxandi vandamal (fiskur eldur undir réngu
tegundarheiti).

Radgreining & tegundaadgreinandi genum (merkigenum) er 6flug og fljotleg adferd til ad
tegundagreina Opekktar lifverur. bessi adferd hefur verid mikid notud til tegundagreiningar a
bakterium i gegnum tidina en nd er hdn notud i vaxandi maeli til greiningar & floknari lifverum.
Alpjédlega verkefnid “Barcode of Life” er gloggt deemi pess en i pvi er buid ad sampykkja ad
nota hvatberagenid cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (COI) sem merkigen fyrir margar fylkingar
lifvera (Ratnasingham and Hebert 2007). Vid rannsoknir a floknum lifverum er hentugra ad nota
merkigen sem eru stadsett i hvatberaerfdaefninu en gen sem stadsett eru i kjarnaerfdaefninu.
Asteedan er m.a. su ad einungis ein gerd finnst i hverjum einstaklingi (p6 er heteroplasmid
pekkt) og ad hvatberaerfdaefnid endurradast ekki. Einnig er kostur ad pad eru nokkur hundrud
0og upp i pusundir hvatbera i hverri frumu sem eykur fidlda eintaka genanna (Mynd 1). betta
gerir pvi mdégnun a hvatberagenum mun audveldari en mégnun & genum sem eru stadsett i
kjarnaerfdaefni pegar unnio er med litid eda lélegt DNA syni (Hebert et al. 2003a; Hebert et al.
2003b).

Mynd 1. Uppbygging hvatberaerfdaefnis. brettan
proteink6dandi gen eru i hvatberaerfoaefninu en tvo peirra
voru notud i verkefninu, COIl og Cytbh. Ad auki er 16S RNA
genid stadsett parna en pad var einnig notad sem

merkigen i verkefninu.

MDT con
com | ATFase subunité
Pad eru adallega tveer asteedur sem gera COI ATPase subunit
genid ad mjog alittegum kosti fyrir tegundagreiningar. |

fyrsta lagi er 5’endi pess mjég vardveittur og buid er ad hanna visapor sem eru pad 6flug ad



bau eiga ad geta magnad upp flestallar dyrafylkingar (phyla). | 6dru lagi inniheldur COI geni®
meiri erfdafreedilegar upplysingar en 6ll hin hvatberagenin par sem pridji basinn i takna synir
hda stokkbreytitioni. Breytileiki COIl innan tegundar er venjulega minni en 1% en svaedid i
hvatberageninu COIl sem er venjulega notad til tegundarakvordunar er u.p.b. 600 basa langt.
Rannsoknir hafa synt ad COIl genid er mjog hentugt til ad tegundagreina fugla, fiorildi, fiska,
flugur og marga adra dyrahdpa (Hebert et al. 2003a; Hebert et al. 2003b; Ward et al. 2008a;
Ward et al. 2005; Waugh 2007). Hins vegar hefur COI ekki reynst hentugt til ad tegundagreina
plontur par sem breytileiki innan gensins er pad lagur i plontum en dnnur gen hafa verid valin til
pess (Kress et al. 2005).

Pad er margt sem gerir 16S genid ad gédum Kkosti til ad meta skyldleika lifvera. bad
finnst i 6llum lifverum og er mjég vel vardveitt m.t.t. byggingar og virkni (De Rijk et al. 1992).
Rannsdéknir hafa synt ad audveldara er ad magna 16S genid upp en COI en visasetido sem er
notad er vardveittara i 16S en COIl (Aliabadian et al. 2009; Vences et al. 2005). | sumum
tilvikum er ekki haegt ad nota 16S genid til ad greina & milli mjég skyldar tegunda en pa er gott
ad hafa 6nnur gen til hlidsjonar eins og COI. Cytochrome b genid (Cytb) hefur einnig verid notad
a arangursrikan hatt i erfdaranns6knum & ymsum tegundum hryggdyra en hefur p6 verid minna
notad en hin genin tvo (Hsieh et al. 2001; Kochzius et al. 2008; Lemer et al. 2007; Sevilla et al.
2007; Smith and Patton 1991; Ward et al. 2008b).

Notkun merkigena til ad greina fiska og 6nnur hryggdyr er t.t.l. nytilkomin og p.a.l. er
listinn ekki teemandi i gagnabénkum. Nyjar upplysingar baetast vio dag fra degi og sem daemi
ma nefna ad pann 14. september 2006 var buid ad radgreina COIl genid i 2346 fiskitegundum
en 2. febrdar 2009 var talan kom upp i 5876 (sja siduna http://www.fishbol.org/progress.php).

pekktar eru ramlega 29.000 fisktegundir pannig ad pad er enn langt i land. Einnig eru til i
gagnagrunni greiningar a pessum premur genum fyrir nokkrar tegundir Ur verkefninu ,Fish and
Chips" sem 6. rammaaeetlun Evropusambandsins styrkti og Prokaria var patttakandi i (Kochzius
et al. 2008).

Fram ad pessu hafa atlitsgreiningar verid radandi i tegundagreiningum fléknari lifvera
en su vinna krefst mjog pjalfadra flokkunarfreedinga. Ef syni eru ekki heil eda greina & 6proskud
lifform pa getur pad jafnvel verid sérfraedingi 6mogulegt ad greina synid til tegundar. Einnig eru
tilvik um naskyldar tegundir sem eru pad likar utlits, ad neer 6moégulegt er ad greina & milli
tegundanna med Utlitsgreiningum en radgreiningar gera pad kleift (Ward et al. 2008b; Ward et
al. 2005). Greining & eggjum, seidum, fisklirfum og ungvidi er mikilvaeg i rannséknum a nylidun
fiskistofna og getur jafnframt nyst vio fiskveidistjornun. T.d. hafa erfdafreedilegar rannséknir a
borskseggjum i irska hafinu synt ad fjdldi porskseggja hafi verid mjog ofmetinn med
hefdbundinni greiningu (Fox et al. 2005). Rannséknir a feeduhéattum fiska og fjdlstofnatengsl eru
einnig mikilveegur pattur i ad skilja ahrif og orsakir breytinga & stofnsteerd fiskistofna. i pessu
tilliti eru rannséknir & feedu og magainnihaldi fiska mikilvaegar en greining magainnihalds getur

oft & tidum verid erfid ef einungis eru notadar Utlitsgreiningar. Med orlitlu vefjasyni er haegt ad



nota radgreiningu merkigena til ad greina pessi lifsform og magainnihald med éruggum heetti og
a mun skemmri tima en ella veeri heegt.

Falsanir a fiskmorkudum virdist vera ordid sivaxandi vandamal. betta kom skyrt fram &
rddstefnu i EU-6 verkefninu “Marine Genomics” i oktéber 2006. Stundum er verid ad selja unna
voru likt og fiskiflok sem erfitt er ad greina. I nylegri grein eftir Wong og Hanner syna nidurstédur
aod allt ad 25% seldra fiskafurda a mérkudum og & veitingahisum i N-Ameriku eru seldar undir
réngu tegundarnafni og pa er venjulega verid ad selja véruna sem dyrari tegund (Wong and
Hanner 2008). bad er pvi afar mikilveegt fyrir fiskkaupendur ad vera vissir um ad peir séu ad fa
pad sem peir borgudu fyrir. Ad auki er talid liklegt ad i framtidinni verdi pad vaxandi krafa
kaupandans ad allur seldur fiskur hafi vottada DNA tegundagreiningu til ad koma i veg fyrir
svona falsanir (Rasmussen and Morrissey 2009).

I verkefninu voru hvatberagenin COI, 16S og Cytb notud sem merkigen fyrir islensku
nytjastofnana 26. Pétt eitt gen sé freedilega nég til ad greina nytjastofnana pa eykst naemnin til
muna med pvi ad nota prju 6lik gen og pad kom berlega i ljos i pessu verkefni. Gagnabanki
sem innihélt radgreiningaupplysingar fyrir genin prja var Gtbdinn en radgreiningar voru gerdar a
1-5 einstaklingum fyrir hverja tegund. Radgreiningaupplysingar Ur gagnabénkum & netinu voru
einnig settar inn i gagnabankann og notadar til vidmidunar. Med pvi ad safna 6llum pessum
upplysingum saman a einn stad og koma peim i adgengilegt form i gagnabanka sem heegt er
ad leita i og setja nyjar radir inn i, pa er haegt gera greiningu & épekktum lifverum & mun
skemmiri tima og & ndkveemari hatt en adur hefur verid beitt hérlendis.

DNA tegundagreining er mun hradvirkari, odyrari og nakveemari en hefdbundnar
utlitsgreiningar (Hebert et al. 2004). bessi adferd kemur pvi sterkt inn i atvinnulifid til ad tryggja
Oruggar greiningar & ollum lifsformum nytjastofnanna, til greiningar blandadra syna ar sj6 og fil

tegundagreiningar a 6llum vinnslustigum fiskiafurda.



2. FRAMKVAMD

2.1 S6fnun syna ar 26 nytjastofnum vid island
Samkveemt lista Hafrannséknastofnunarinnar i névember 2006 pa voru eftirfarandi 26

nytjastofnar vid island: blalanga (Molva dypterygia), djupkarfi (Sebastes mentella), gralida
(Reinhardtius hippoglossoides), gulllax (Argentina silus), hrognkelsi (Cyclopterus lumpus),
humar (Nephrops norvegicus), hérpudiskur (Chlamys islandica), gullkarfi (Sebastes marinus),
keila (Brosme brosme), kolmunni (Micromesistius poutassou), kifskel* (Arctica islandica), langa
(Molva molva), langlira (Glyptocephalus cynoglossus), lodna (Mallotus villosus), lada
(Hippoglossus hippoglossus), reekja (Pandalus borealis), sandkoli (Limanda limanda), sild
(Clupea harengus), skarkoli (Pleuronectes platessa), skrapflira (Hippoglossoides platessoides),
skotuselur (Lophius piscatorius), steinbitur (Anarhichas lupus), storkjafta (Lepidorhombus
whiffiagonis), ufsi (Pollachius virens), ysa (Melanogrammus aeglefinus) og porskur (Gadus
morhua). Fengin voru syni Ur 3-6 einstaklingum af hverri tegund. Talkn eda annar vefur var
settur strax i 92% etandl og synin sidan geymd vid —20°C par til pau voru rannsoékud.
Upplysingar um hvert syni var skrad, s.s. dagssetning og veidistadur asamt liffreedilegum

upplysingum um lifveruna.

2.2 DNA einangrun
DNA var einangrad ur 3-6 einstaklingum fyrir allar 26 tegundirnar sem listadar eru fyrir ofan. par

sem synin voru 6lik ad gaedum og Ur mismunandi vefjum, voru nokkrar DNA
einangrunaradferdir proéfadar og peer notadar & mismunandi stigum vinnunnar. DNA
einangrunaradferd frd Macherey-Nagel (Nucleospin 96 Tissue) var préfud, notud var blanda af
peirri adferd og Agowa segulkiluhreinsun en einnig var hrein Agowa segulkdluhreinsun gerd

samkvaemt leidbeiningum fra framleidanda (Agowa GmbH).

2.3 M6égnun & COl, Cytb og 16S genum
Ad DNA einangruninni lokinni var neesta skref ad magna upp merkigenin Cytb, 16S og COI i

adskildum hvorfum med svokalladri PCR mdgnunaradferd. Genin prjd voru moégnud upp i i 15 pl
rammali og voru eftirfarandi: 1-3 pl af DNA (mismunandi pynningar notadar), 0,25 til 1,5 pl af 10
mM dNTP, 1,5 pl af 10x polymerase buffer, 0,3 pl af Teg DNA polymerasa (3U/ul, Matis-
Prokaria) eda adrir polymerarasar (DynaZyme, Phusion og Taq Gold), 0,0125 eda 0,05 pl af
100 uM fram- og afturvisum (sja Toflu 1) og fyllt upp med vatni ad 15 pl. PCR ferillinn var
eftirffarandi: 94°C i 4:00 og sidan 30-35 hringir af 94°C i 30-50 sek, pattaporunarhitastig a bilinu
45°C til 59°C i 30-50 sek og 72°C i 30-90 sek (sja Toflu 1). I lokin var hitun vid 72°C i 7 min.
PCR mdgnunin var gerd i Peltier Thermal Cycler PTC-225 (MJ Research) eda Tetrad 2 Peltier
Thermal Cycler (BioRad) teekjum. Notadir voru baedi PCR visar sem voru hannadir hja Matis-

Prokaria og sidan pekktir visar (Dahlgren et al. 2000; Espineira et al. 2008; Folmer et al. 1994;

! Lifveran er einnig pekkt sem kuskel en sérfreedingar Hafrannsoknastofnunarinnar nota heitid kifskel.



Ivanova et al. 2007; Kappner and Bieler 2006; Matsumoto and Hayami 2000; Mikkelsen et al.
2006; Palumbi 1996; Podsiadlowski and Bartolomaeus 2005; Ward et al. 2005). PCR hvérf voru
endurtekin og PCR adsteedum breytt ef mégnun fékkst ekki. Eftir PCR mégnum voru PCR
afurdirnar settar a 0,7% TAE agardsagel til ad skoda steerdir og geedi mdégnunar. Notadur var 1

KB ladder til steerdar- og magngreiningar & mégnunarafurounum (New England Biolabs).

Tafla 1. PCR visar sem voru préfadir i verkefninu til a8 magna upp genin COI, 16S og Cytb.

Gen |Visanafn PCR blanda | battaporunarhitastig | Primer sequence Heimild-h6nnun

16S [16fiF140 PCR1 54°C 5’-CGYAAGGGAAHGCTGAAA-3’ Matis-Prokaria hénnun

165 |16fiR1524 PCR1 54°C 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGTAG-3’ Matis-Prokaria honnun

Cytb |CytbF PCR2 52°C 5'-GGCTGATTCGGAATATGCAYGCNAAYGG-3' Matis-Prokaria honnun

Cytb |CytbR PCR2 52°C 5'-GGGAATGGATCGTAGAATTGCRTANGCRAA-3' Matis-Prokaria honnun

COl |cox1-Fish-F PCR3 59°C 5'-TTCTCAACTAACCAYAAAGAYATYGG-3" Matis-Prokaria honnun

COl |cox1-Fish-R PCR3 59°C 5 -TAGACTTCTGGGTGGCCRAARAAYCA-3" Matis-Prokaria honnun

COl |Ward_FishF1+M13 PCR 4 52°C 5’-TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3' Ward et al., 2005

COl |Ward_FishF2+M13 PCR4 52°C 5’-TGTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3’ Ward et al., 2005

COl |Ward_FishR2+M13 PCR4 52°C 5’-CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3' Ward et al., 2005

COI |lvan_FishR1+M13 PCR4 52°C 5’-CAGGAAACAGCTATGACACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA-3’ Ivanova et al., 2007

16S |16Sar PCRS 50°C 5'-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3" Palumbi, 1996

165 |16Sbr PCRS 50°C 5 -CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3" Palumbi, 1996

16S [16Sar-ALT PCR6 48°C 5 -GCCTGTTTATCAAAAACATSG-3" Mikkelsen etal., 2006

165 |16Sbr-ALT PCR6 48°C 5 -CCGGTCTGAACTCAGATCATGT-3" Mikkelsen etal., 2006

16S [16SL3-Ven PCR7 58°C 5 -GCAAYGAGAGTTGTRCTAAGGTAGC-3 Kappner & Bieler, 2006

16S [16SH1-Ven PCR7 58°C 5'-ATAATCCAACATCGAGGTCGCAAA-3" Kappner & Bieler, 2006

COl |LCO1490 PCR8 45°C 5 -GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3" Folmeretal., 1994

COl |HC02198 PCR8 45°C 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3" Folmeretal., 1994

COl |COIF-ALT PCR9 48°C 5'-ACAAATCAYAARGAYATYGG-3’ Mikkelsen etal., 2006

COl |COIR-ALT PCR9 48°C 5'-TTCAGGRTGNCCRAARAAYCA-3" Mikkelsen etal., 2006

Cytb |L14735 PCR10 og 11 50°C og 54°C 5’-AAAAACCACCGTTGTTATTCAACTA-3 Espineira eta al., 2008

Cytb |TRUCCYTB-R PCR10 54°C 5’-CCGACTTCCGGATTACAAGACCG-3' Espineira eta al., 2008

Cytb |[H15149AD PCR11 50°C 5’-CCICCTCARAATGAYATTTGTCCTCA-3’ Espineira eta al., 2008

COl |Horpud_COI-F PCR12 52°C 5'-ATYGGNGGNTTYGGNAAYTG-3’ Matsumoto and Hayami, 2000
COl |Horpud_COI-R PCR12 52°C 5’-ATNGCRAAYTTYGGNTC-3’ Matsumoto and Hayami, 2000
16S |Crust-16S-F PCR13 48 5’-GCGACCTCGATGTTGGATTAA-3’ Podsiadlowski and Bartolomaeus, 2005
16S |Crust-16S-R PCR13 48 5’-CCGGTCTGAACTCAYATC-3" Podsiadlowski and Bartolomaeus, 2005
Cytb |CytB_397-F PCR14 46°C 5’-YWYTRCCTTGGRGGRCARATATC-3’ Dahlgren etal., 2000

Cytb |CytB_811-R PCR14 46°C 5’-GCRWAYARAAARTAYCAYTCWGG-3’ Dahlgren etal., 2000

COl |LCO1490-Ven PCR15 50-55°C 5’-ATTATTCAGAACCAATCATAAAGATATTGG-3’ Kappner Bieler, 2006# 952

COIl _|HCOI-900Ven PCR15 50-55°C 5’-TGTAGGAATAGCAATAATAAAAGTTAC-3’ Kappner Bieler, 2006# 952

2.4 Radgreining a COlI, Cytb og 16S genum
Fyrir radgreiningu voru PCR afurdirnar (2,5 pl) hreinsadar med ExoSAP-it PCR Clean-up Kit en

notud var 0,25 pl ensimblanda og hitastigull samkveemt leidbeiningum framleidanda (GE
Healthcare). Sidan voru mognunarafurdirnar radgreindar en radgreiningahvorfin voru gerd med
BigDye terminators version 3.1v eftir leidbeiningum fra framleidanda (Applied Biosystems). PCR
afurdirnar voru radgreindar beint med pvi ad nota innri visa eda PCR visana sjélfa fyrir hvert
gen fra baddum endum (Tafla 2). Notadir voru beedi radgreiningavisar sem voru hannadir hja
Matis-Prokaria og sidan pekktir visar (Dahlgren et al. 2000; Espineira et al. 2008; Folmer et al.
1994; Kappner and Bieler 2006; Matsumoto and Hayami 2000; Messing 1983; Mikkelsen et al.
2006; Palumbi 1996; Podsiadlowski and Bartolomaeus 2005). ABlI PRISM 3730 radgreinir
(Applied Biosystems) var notadur i greininguna.

Eftir radgreiningu voru radgreiningagognin flutt yfir i forritid Sequencher 4.7 (Gene
Codes Corporation). bar voru radirnar yfirfarnar og radgreiningar Ur sému tegundum
sameinadar og samradanir skodadar. Til vidmidunar voru radir sému eda skyldra tegunda ar

GenBank haféar til hlidsjénar ef paer voru fyrir hendi.



Tafla 2. Radgreiningarvisar sem voru notadir i radgreiningu & genunum COI, 16S og Cytb i

’

verkefninu.

Gen |Visanafn PCR blanda|Primer sequence Heimild-hénnun

16S |16sar-L PCR1 5’-CGCCTGTTTAACAAAAACAT-3’ Palumbi, 1996

16S [16fiseq1463 PCR1 5’-TGCACCATTAGGATGTCCTGATCCAAC -3’ Matis-Prokaria honnun

Cytb |CytbFseq PCR2 5’- GGCTGATTCGGAATATGCA-3’ Matis-Prokaria honnun

Cytb [CytbRseq PCR2 5’-GGGAATGGATCGTAGAATTGC-3’ Matis-Prokaria honnun

COl |coxl-Fish-F PCR3 5’-TTCTCAACTAACCAYAAAGAYATYGG-3" Matis-Prokaria hdnnun

COl |coxl-Fish-R PCR3 5’-TAGACTTCTGGGTGGCCRAARAAYCA-3* Matis-Prokaria honnun

COl [M13F_SS PCR 4 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ Messing, 1983

COl [M13R_SS PCR4 5-'CAGGAAACAGCTATGAC-3’ Messing, 1983

16S |16Sar PCR5 5°-CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3" Palumbi, 1996

16S [16Sbr PCR5 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3" Palumbi, 1996

16S |16Sar-ALT PCR6 5’-GCCTGTTTATCAAAAACATSG-3" Mikkelsen et al., 2006

16S [16Sbr-ALT PCR6 5’-CCGGTCTGAACTCAGATCATGT-3" Mikkelsen et al., 2006

16S [16SL3-Ven PCR7 5°-GCAAYGAGAGTTGTRCTAAGGTAGC-3 Kappner & Bieler., 2006

16S |16SH1-Ven PCR7 5’-ATAATCCAACATCGAGGTCGCAAA-3’ Kappner & Bieler., 2006

COl [LCO1490 PCR8 5’-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’ Folmeretal., 1994

COl [HC02198 PCR8 5°-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’ Folmeretal., 1994

COl [COIF-ALT PCR9 5°-ACAAATCAYAARGAYATYGG-3’ Mikkelsen et al., 2006

COl |COIR-ALT PCR9 5°-TTCAGGRTGNCCRAARAAYCA-3’ Mikkelsen et al., 2006

Cytb [L14735 PCR10 og 11 |5'-AAAAACCACCGTTGTTATTCAACTA-3" Espineira eta al., 2008

Cytb |TRUCCYTB-R PCR10 5’-CCGACTTCCGGATTACAAGACCG-3" Espineira eta al., 2008

Cytb [H15149AD PCR11 5’-CCICCTCARAATGAYATTTGTCCTCA-3" Espineira eta al., 2008

COl |Horpud_COI-F PCR12  [5-ATYGGNGGNTTYGGNAAYTG-3 Matsumoto and Hayami, 2000
col [Horpud_coOI-R PCR12 |5 -ATNGCRAAYTTYGGNTC-3’ Matsumoto and Hayami, 2000
16S |Crust-16S-F PCR13 5’-GCGACCTCGATGTTGGATTAA-3’ Podsiadlowski and Bartolomaeus, 2005
16S |Crust-16S-R PCR13 5’-CCGGTCTGAACTCAYATC-3’ Podsiadlowski and Bartolomaeus, 2005
Cytb |CytB_811-R PCR14 5°-GCRWAYARAAARTAYCAYTCWGG-3* Dahlgren etal., 2000

Cytb |CytB_402-Fseq| PCR14 |5'-CCTTGGGGCAGATATCTTTITG-3 Dahlgren etal., 2000

COl |LCO1490-Ven PCR15 5’-ATTATTCAGAACCAATCATAAAGATATTGG-3" |Kappner Bieler, 2006#952
COl [HCOI-900Ven PCR15 5 -TGTAGGAATAGCAATAATAAAAGTTAC-3" Kappner Bieler, 2006#952

2.5 Gagnabanki med radir COIl, Cytb og 16S gena
Leitad var i gagnabdkum a netinu eftir radgreiningum Ur peim 26 nytjastofnum sem rannsakadir

voru hérna og skyldum tegundum fyrir genin COI, Cytb og 16S. Einnig voru radgreiningar fyrir

sOmu tegundir Ur Evrépuverkefninu ,Fish and Chips* notadar en peer eru geymdar i

einkagagnabanka & netinu. Radir Ur gagnabdnkum voru fluttar Ut i FASTA formati og settar inn i

forritid BioEdit version 7.0.9.0 og gagnabanki Gtbdinn fyrir hvert gen (Hall 1999).

I verkefninu urdu til radgreiningaupplysingar fyrir genin COIl, Cytb og 16S ar 1-5

einstaklingum 26 nytjastofna vid Island. Eftir samrédun i forritinu Sequencher voru radirnar

settar inn i gagnabankann par sem pekktar radir voru fyrir hendi. Samrédun var gerd fyrir allar

radirnar i forritinu BioEdit med pvi ad nota samrddunarforritid ClustalW sem er fylgir BioEdit



forritinu. Pvi naest voru radirnar jafnadar i lengd og neighbor joining skyldleikatré Gtbudin fyrir
hvert pessara priggja gena med pvi ad nota forritin ClustalX version 2.0.9 (Larkin et al. 2007) og
NJ Plot (Perriere and Gouy 1996). Fyrir genin COIl og Cytb voru baedi Gtbuin tré Gt frA DNA og
préteinrddum. Pegar 16S tréd var Gtbuid voru got fjarleegd.

Gerd var BLAST Ieit fyrir allar COI, Cytb og 16S radir sem voru fengnar i verkefninu
(Zhang et al. 2000). COI ragirnar voru einnig settar i BOLD leit til ad f& tegundarsamsvérun en
BOLD gagnabankinn inniheldur mun areidanlegri COI radgreiningar en GenBank par sem
sérfreedingar hafa yfirfario radirnar (Hubert et al. 2008; Ratnasingham and Hebert 2007; Zhang
et al. 2000).

2.6 Blind rannsdkn & 6pekktum synum
bPegar buid var ad préa adferdina og koma gagnabankanum upp var naemni adferdarinnar

kénnud med premur gerdum Opekktra syna (blind syni). | fyrsta lagi voru fengin 8 syni ur
fiskboroum fiskbldanna Fiskisdgu a Stérhéfda og Gallery fisks i Nethyl. Starfsmenn fra Matis-
Prokaria féru i fiskbudirnar og fengu syni af sem fjolbreyttustum tegundum. Pessi syni voru Ur
ferskum flokum i fiskbordunum nema eitt synid var fiskréttur i karrysésu. i 6dru lagi voru 10 syni
ur synasafni Hafrannsdknarstofnunarinnar greind blint. Ad lokum voru greind 6 seidi sem voru
2-8 cm léng en pau voru fengin Ur synatdkuferd HafrannsOknastofnunarinnar sem farin var i
agust 2008. Sérfreedingar Hafrannsoknarstofnunarinnar framkveemdu aoskilda
tegundagreiningu & seidunum med hefébundinni Gtlitsgreiningu.

Fario var i gegnum allt greiningarferlid, fra fyrsta skrefi DNA einangrunar, ad lokaskrefi i
tegundagreiningu fyrir 6ll synin eins og lyst er ad framan. I einu tilviki voru notadir visar sem ekki
voru notadir i verkhlutum 2.3 og 2.4 (PCR11). Synin ar fiskbGdunum voru skolud med eimudu
vatni fyrir DNA einangrunina en synid i karrysosunni var pvegid sérstaklega vel. Synin voru
merkt med ndmerum og ad rannsokn lokinni var areidanleiki og neemni adferdarinnar metin.
Radgreiningar ar o6llum o6pekktum synum var samradad vid gagnagrunninn og skyldleiki
viokomandi synis var fundinn Gt frA& samréduninni. Einnig var gerd BLAST og BOLD

gagnabankaleit (Ratnasingham and Hebert 2007; Zhang et al. 2000).



3. NIDURSTOBUR

3.1 S6fnun syna ar 26 nytjastofnum vid island
Fengin voru syni ar 6llum nytjastofnunum 26 og i flestum tilvikum voru pad 3 syni af hverri

tegund en ad hamarki voru 6 syni fengin. Ekki purfti ad safna synum af 6llum tegundunum par
sem til voru islensk syni ar EU-6 verkefninu ,Fish and Chips“ hja Matis-Prokaria. Upplysingar
um synin voru skradar, s.s. dagsetning og veidistadur asamt liffreedilegum upplysingum um

lifverurnar.

3.2 DNA einangrun
Fyrsta skrefid i greiningarferlinu var ad einangra DNA Gr synunum. DNA var einangrad fyrst ar 3

synum fyrir hverja tegund en pad var gert & mismunandi timum eftir pvi hvenaer synin komu i
has hja Matis-Prokaria. DNA einangrunaradferdin frA Macherey-Nagel (Nucleospin 96 Tissue)
skiladi ekki pvi DNA magni sem reiknad var med. Hins vegar fékkst nokkud gott DNA (sem var
sidan notad i seinni skref vinnunnar) med pvi ad nota Agowa segulkiluhreinsun og med pvi ad
blanda saman Macherey-Nagel adferdinni og Aowa segulkiluhreinsuninni. | flestum tilvikum
tékst ad einangra gott DNA en par sem vefjagerdir voru mismunandi pa voru heimtur mismiklar.
I nokkrum tilvikum purfti ad einangra DNA Gr 5-6 synum fyrir tegundina en einnig purfti ad

endureinangra DNA Ur nokkrum synum par sem heimtur voru litlar.

3.3 Mdgnun & COI, Cytb og 16S genum
Mikil préunarvinna var i pvi ad finna hentugustu PCR adsteedurnar. Miserfitt reyndist ad na

gooum PCR afurdum ur tegundunum og sérstaklega reyndust tegundirnar kufskel, hérpudiskur,
reekja og humar vera erfidar. Profadir voru mismunandi DNA polymerasar og visar, styrk var
breytt & ndkleotioum, rimmali i hvarfinu var breytt og profadir voru mismunandi DNA styrkir.
Byrjad var ad magna genin upp med visapérum 1-3 (sja Toflu 1) og nokkud audvelt var ad fa
moégnun & genunum med peim visum i flestum tegundunum. | nokkrum tilvikum reyndist ekki
mdogulegt ad f& mégnun med pessum visum pratt fyrir margendurteknar PCR tilraunir og DNA
endureinangrunarhvérf. | peim tilvikum purfti ad nota sértaeka visa en mjog erfitt er ad Gtbua eitt
visapar (fyrir hvert gen) sem a ad magna upp allar tegundirnar eins fjélbreyttar og paer eru
(fiskar, skelfiskur og krabbadyr) (Tafla 3). i sumum tilvikum geeti skyringin verid lagur DNA
styrkur en pad var ekki alltaf raunin. Stundum var DNA styrkurinn har en ekki tokst ad magna
genid upp. | peim tilvikum geeti skyringin verid st ad einhverjir DNA polymerasa hindrar hafi
verid i DNA-inu.

pad tokst ad fa PCR 0r 6llum tegundunum nema hérpudiski (COI) og raekju (16S) en
ekki tokst ad magna upp pessi gen pratt fyrir margendurtekna vinnu og notkun margra
mismunandi visa. Hins vegar fékkst PCR & minni bat sem virtist vera eitthvad ,gervigen*

(pseudogen) en pad hefur &dur verid greint (Northrup 2008).



Tafla 3. Upplysingar um PCR visapdrin sem notud voru til mégnunar & genunum COI, CytB og

16S fyrir 26 nytjastofnana islands. Visispar samsvarar upplysingum i Téflu 1.

isl. heiti 16S Cyth col
Blalanga PCR1 PCR2 PCR3
Djupkarfi PCR1 PCR2 PCR3
Graluda PCR1 PCR2 PCR3
Gulllax PCR1 PCR2 PCR3
Hrognkelsi PCR1 PCR2 PCR3
Humar PCR7 PCR2 PCR3 og PCR8
Horpudiskur PCR5 PCR14 PCRS8 -pseudogen
Karfi = gullkarfi PCR1 PCR2 PCR3
Keila PCR1 PCR2 PCR3
Kolmunni PCR1 PCR2 PCR3
Kufskel PCR5,6 09 7 PCR2 PCR9
Langa PCR1 PCR2 PCR3
Langldra PCR1 PCR2 PCR3
Lodna PCR1 PCR2 PCR3
Luda PCR1 PCR2 PCR3
Raekja Nadist ekki PCR2 PCR3
Sandkoli PCR1 PCR2 PCR3

Sild PCR1 PCR2 PCR3 og PCR4
Skarkoli PCR1 PCR2 PCR3
Skréapflara PCR1 PCR2 PCR3
Skotuselur PCR1 PCR2 PCR3
Steinbitur PCR1 PCR2 PCR3
Stérkjafta PCR1 PCR2 PCR3

Ufsi PCR1 PCR2 PCR3

Ysa PCR1 PCR2 PCR3
borskur PCR1 PCR2 PCR3

3.4 Radgreining a COlI, Cytb og 16S genum
Reynt var ad na um 500 bp samfelldri r60 og hvert syni var radgreint a.m.k. 3 sinnum fra

hvorum enda. | nokkrum tilvikum fékkst radgreining pott ekki veeri sjaanleg PCR mégnun (sja lid
3.3). | Toflu 4 er samantekt & pvi hvad mérg syni gafu radgreiningar fyrir hvert gen fyrir hverja
tegund. Reynt var eftir fremsta megni ad na radgreiningu & hverju geni fyrir 3 einstaklinga med
ad gera endurtekningar & PCR hvdrfum eins og lyst hefur verid ad ofan (Tafla 4). Radirnar voru
settar saman og samradad med forritinu Sequencher fyrir hvert syni og hvert gen (Mynd 2). Allar
radirnar voru yfirfarnar i forritinu og til hlidsjénar voru notadar radir sému tegunda af netinu og ar
-Fish and Chips" verkefninu ef peer voru fyrir hendi (Tafla 5). Audvelt var ad radgreina 16S og
Cytb genin en nokkud erfidara var ad radgreina COI genid. Ekki tokst ad radgreina COI genid i
horpudiski og 16S genid i raekju. Hins vegar fékkst PCR og radgreining & minni bit sem virdist

vera eitthvad COl ,gervigen (pseudogen) sem hefur &dur fundist i hérpudiski (Northrup 2008).



Mynd 2. Daemi um 16S radgreiningarnidurstédur birtar i forritinu Sequencher fyrir langldru.
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Tafla 4. Samantekt a fidlda radgreindra syna i verkefninu fyrir genin 16S, Cytb og COI fyrir 26

nytjastofna islands.

isl. heiti Latneskt heiti 16S radgreint |Cytb radgreint| COI radgreint
Blalanga Molva dypterygia 3 3 3
Djtpkarfi Sebastes mentella 3 3 3
Graluda Reinhardtius hippoglossoides 5 3 1
Gulllax Argentina silus 3 3 3
Hrognkelsi Cyclopterus lumpus 3 3 3
Humar Nephrops norvegicus 3 2 3
Horpudiskur Chlamys islandica 2 3 3-pseudogen
Karfi =gullkarfi | Sebastes marinus 3 3 3
Keila Brosme brosme 3 3 1
Kolmunni Micromesistius poutassou 3 3 3
Kufskel Arctica islandica 3 3 3
Langa Molva molva 3 3 3
Langldra Glyptocephalus cynoglossus 3 3 3
Lodna Mallotus villosus 3 3 3
Lada Hippoglossus hippoglossus 3 3 2
Reekja Pandalus borealis Engin radgreining 2 3
Sandkoli Limanda limanda 3 3 3
Sild Clupea harengus 3 3 3
Skarkoli Pleuronectes platessa 3 3 3
Skrapflira Hippoglossoides platessoides 3 3 2
Skétuselur Lophius piscatorius 3 3 3
Steinbitur Anarhichas lupus 3 3 3
Storkjafta Lepidorhombus whiffiagonis 2 1 1
Ufsi Pollachius virens 3 3 3
Ysa Melanogrammus aeglefinus 3 3 1
Porskur Gadus morhua 3 3 1
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3.5 Gagnabanki med radir COI, Cytb og 16S gena
Utbanir voru prir adskildir gagnabankar i forritinu BioEdit, p.e. einn fyrir hvert gen. Leitad var &

netinu eftir rodum fyrir genin prju fyrir nytjafiskategundirnar og skyldar tegundir og radirnar fluttar
Ut i FASTA formati. Ekki eru til birtar radir fyrir allar nytjafiskategundirnar 26 sem rannsakadar
voru i verkefninu. I sumum tilvikum var ekki haegt ad nota radir Ur gangabdnkunum par sem
radir voru stundum af 6drum sveedum i geninu, radgreinda sveedid var mjog stutt eda aberandi
var ad radgreiningin var mjog léleg. | lok verkefnisins voru til nothaefar radir fyrir um 80%
greininganna fyrir genin prja i gagnabdnkunum a netinu (GenBank) (Tafla 5) en vid upphaf
verkefnisins vantadi um pridjung radanna fyrir pessi gen. Mikid er til af COI radgreiningum i
BOLD gagnabankanum en peer eru ekki allar birtar pannig ad peer radir eru ekki adgengilegar
(public). BOLD gagnabankinn er hins vegar mjog hentugur til ad gera leit i og til ad stadfesta
tegundagreiningar ut fra COIl en radirnar par eru i mérgum tilvikum mun areidanlegri en paer
sem eru i GenBank par sem sérfreedingar hafa yfirfario BOLD radirnar alveg sérstaklega.

Allar radir sem fengust i verkefninu fyrir islensku nytjastofnana voru settar i
gagnabankana okkar sem innihélt radir Ut gagnabonkum & netinu. Audvelt er ad beeta
upplysingum inn i gagnabankann, haegt er ad skoda samsvérum vid adrar radir inn i honum og
finna Ut skyldleika lifvera m.a. med fjarleegdarutreikningum og skyldleikatrjam. [ samréduninni
kom i ljos ad ekki var mikill munur & DNA rédum milli syna innan tegundar en okkar radir voru i
sumum tilvikum eitthvad rodum Gr gagnabonkum af netinu. Fyrir préteink6dandi genin COI og
Cytb voru breytingarnar péglar (breyting i 3 basa) innan tegundar. Petta undirstrikar enn frekar
borfina fyrir pad ad radgreina islensk syni. Utbuin voru DNA skyldleikatré med neighbor-joining
adferd og a Myndum 3-5 ma sja petta fyrir genin prja. Alls voru 520 samradadir basar notadir
fyrir Cytb téd, 475 basar fyrir COI tréd og 649 basar fyrir 16S tréd. Einnig voru gerd sambeerileg
tré fyrir genin COIl og Cytb Ut fra préteinkédandi rédum peirra en pau tré eru ekki birt hérna
(voru sambeerileg en ahrif pogulla breytinga sjast ekki a peim trjam). | Toflu 5 er listad upp
hvada radgreiningar eru til i gagnabdnkum & netinu og i ,Fish and Chips* gagnabankanum fyrir

hina 26 islensku nytjastofna.
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Tafla 5. Upplysingar um paer radgreiningar sem eru til i gagnabénkum a netinu og i ,Fish and

Chips" gagnabankanum fyrir genin 16S, COI, og Cytb fyrir islensku nytjastofnana 26. Ekki voru

alltaf sdmu sveedi radgreind (stutt eda léleg ekki hofd i tré). Uppgefin adgangsnimer eru pau

sem voru notud i skyldleikatrjam (sja Myndir 3, 4 og 5). Leitin var gerd i gagnabonkum fra 10. til
12. mars 2009.

Gagnabankar & netinu*

"Fish and Chips" gagnabanki

isl. heiti Latneskt heiti 16S Cytb COl 16S Cytb COlI
Blalanga Molva dypterygia AJ517848 (annad sveedi) |AJ517493 (annad sveedi] BOLD Ekki til Ekki til Ekki til
Djupkarfi Sebastes mentella DQ678249 DQ678455 DQ678352 Ekki til Ja Ekki til
Graluda Reinhardtius hippoglossoides  [AM749133 AM749131 NC_009711 Ekki til EKkKki til Ekki til
Gulllax Argentina silus Ekki til EU492323 BOLD Ekki til EKKi til EkKi til
Hrognkelsi Cyclopterus lumpus EF508340 AM498333 AM498313 Ja Ja Ekki til
Humar Nephrops norvegicus FJ174889 Ekki til FJ174945 Ekki til Ekki til Ekki til
Hérpudiskur Chlamys islandica AJ243573 EU127908-stutt AB033665 Ekki til EKkki til Ekki til
Karfi =gullkarfi |Sebastes marinus AF518225 (endar lélegir) (EF456022 BOLD EkKi til Ja EkKki til
Keila Brosme brosme AJ315617 (stutt) DQ174037 DQ173989 (annad sveedi) Ekki til Ekki til Ekki til
Kolmunni Micromesistius poutassou AY850366 (léleg) DQ174069 DQ174019 (annad sveedi) Ja EKkki til EKkki til
Kufskel Arctica islandica DQ184755 AF202095 DQ184853 Ekki til Ekki til EkKki til
Langa Molva molva AJ315619 (stutt) EF427584 DQ174021 (annad sveedi) Ekki til Ja Ekki til
Langldra Glyptocephalus cynoglossus AF420447 EU492157 EU513640 Ja EKkki til Ekki til
Lodna Mallotus villosus DQ397094 FJ010878 FJ205582 Ja Ja EkKki til
Luda Hippoglossus hippoglossus AM749125 EU492151 NC_009709 Ekki til Ja-stutt Ekki til
Raekja Pandalus borealis FJ403244 FJ403244 FJ403244 Ekki til EKkKki til Ekki til
Sandkoli Limanda limanda AY368897 EU224010 EU513669 Ja Ja Ja
Sild Clupea harengus DQ912078 EU552602 AM911176 Ja Ja Ja
Skarkoli Pleuronectes platessa AY157328 EU224075 EU513682 Ja EKkKki til Ja
Skrapflara Hippoglossoides platessoides  [AF488427 EU492111 EU513651 Ja Ekki til Ja
Skotuselur Lophius piscatorius AM939933 (annad sveedi) |EF439544 BOLD Ja Ja Ja
Steinbitur Anarhichas lupus EF427916 EF455983 NC_009773 Ja EKkKki til Ekki til
Storkjafta Lepidorhombus whiffiagonis AY359667 EU036446 EU513702 Ja Ja Ja
Ufsi Pollachius virens DQ356945 DQ356945 DQ356945 Ja Ja EkKki til
Ysa Melanogrammus aeglefinus AMA489717 EU224013 DQ356942 Ja EKkKki til Ekki til
borskur Gadus morhua AM489716 AM489716 DQ356939 Ja Ja Ja

*BOLD: R0 fyrir tegundina er til i BOLD gagnabanka & netinu (http://www.barcodinglife.org/views/idrequest.php)

en rédin er ekki adgengileg.

Ekki til: R4 er ekki til fyrir tegundina i GenBank.
Ja: GO0 roo er til fyrir tegundina i GenBank.
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Mynd 3. COI skyldleikatré Gtbuid Gt fra DNA radgreiningu (475 basar) fyrir nytjastofna islands.
Tréd er gert med neighbor-joining adferd.
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Mynd 4. 16S skyldleikatré GtbGid Gt fra DNA radgreiningu (649 basar) fyrir nytjastofna islands.

Tréd er gert med neighbor-joining adferd.
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Mynd 5. Cytb skyldleikatré Gtbaid Gt fra DNA radgreiningu (520 basar) fyrir nytjastofna islands.

Tréd er gert med neighbor-joining adferd.
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3.6 Blind rannsékn & 6pekktum synum
Oll 6pekktu synin voru greind til tegunda med einu eda 6llum genunum (16S, Cytb og COI). Alls

voru 11 syni greind med 6llum premur genum, 11 med 2 genum og 2 syni nadist einungis ad
greina med einu geni (Tafla 6).

Opekktu synin ur fiskbidunum voru i samraemi vid tegundaupplysingar starfmanna
fiskbidanna. Synid i karrysésunni var audvelt ad greina (F5) en pad var eina synid sem var ekki
ferskt (Tafla 6). Syni F2 var greint samhljéma sem hlyri (Anarhichas minor) med leit i GenBank
og BOLD gagnabankanum. Par sem hlyri er ekki talinn sem nytjastofn islands pa attum vid ekki
til radgreiningar i gagnabanka okkar. Syni F8 var radgreint med 6llum genunum premur en
samhljdma greining var ad petta veeri lax (Salmo salar) med leit i GenBank og BOLD
gagnabankanum. Lax er ekki a nytjastofnalistanum, o.p.l. voru ekki til radgreiningar i
gagnabanka okkar.

Synin 10 Ur synasafni Hafrannsoknastofnunarinnar gafu einnig samhljéma nidurstédur,
b.e. dtlitsgreiningar sérfraedinga stofnunarinnar og okkar radgreiningarnidurstédur. Syni H10 var
greint sem hlyri (Anarhichas minor) likt og syni F2 en 6ll hin synin voru greind til nytjastofna
islands (Tafla 6).

Sérfreedingum Hafrannsoknastofnunarinnar reyndist nokkud erfitt ad greina seidin til
tegunda med (tlitsgreiningum med alveg 6ruggum haetti. pPeir greindu seidi S1-1, S2-1 og S3-1
sem skrapfliru (Hippoglossoides platessoides), téldu ad seidi S4-1 geeti mdgulega verid isk6d
(Boreogadus saida) og seidi S5-1 sem mogulega blakjoftu (Rhinonemus cimbrius) eda rauda
seeveslu (Gaidropsarus argentatus). Radgreiningar stadfestu ad S1-1, S2-1 og S3-1 voru
skrapflira (Mynd 6A). Radgreiningar & Cytb geninu & syni S4-1 syndu fram & ad petta veeri
iskdd. Pad nadist ad radgreina syni S5-1 med dllum genunum premur; COI, Cyt og 16S. Vid leit
fannst engin tegundasamsvoérun i almennum gagnabénkum. Hins vegar var haegt ad greina
seidid til tequndar med pvi ad leita i BOLD gagnabankanum (COI radgreiningar) og pa kom i
li6s a0 petta var blékjafta (Rhinonemus cimbrius) sem er ekki & nytjastofnalista
Hafrannsoknastofnunarinnar (Mynd 6B). Radirnar fyrir blakjoftu sem vid 6fludum i verkefninu
fyrir pessi prju gen eru pvi hrein vidboét vid okkar gagnabanka par sem engar birtar radir eru til
fyrri tegundina. Seidi S5-2 var ekki greint til tegundar Gt fra Gtliti en radgreiningar a 16S og COI
genunum gafu pa samhljéma nidurstddu ad petta veeri lysa (Merlangius merlangus) meo leit i
GenBank og BOLD gagnabankanum. Lysa er ekki & lista nytjastofna Islands, o.p.l. pa attum vid

ekki til radgreiningar i gagnabanka okkar.
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Tafla 6. Samantekt & radgreiningarnidurstodum fyrir genin 16S, Cytb og COI fyrir blind syni sem

voru greind i

rannsokninni. MP stendur fyrir Matis-Prokaria gagnabankann.

Syna no. |Blint syni islenskt heiti Latneskt heiti 16S Cytb COI [Athugasemd

F1 Fiskbad Porskur Gadus morhua Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Kom ekki

F2 Fiskbad Hiyri Anarhichas minor Stadfest; Blast Stadfest; Blast Kom ekki Ekki 4 lista yfir nytjastofna [slands
F3 Fiskbad Vsa Melanogrammus aeglefinus Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Kom ekki

F4 Fiskbad Lada Hippoglossus hippoglossus Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

F5 Fiskbd it i lupus Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Kom ekki

F6 Fiskb(d Skotuselur Lophius piscatorius Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

F7 Fiskbad Langa Molva molva Stadfest; MP Stadfest; MP Kom ekki 16S ro0 ekki til i gagnabonkum
F8 Fiskbid Lax salmo salar Stadfest; Blast Stadfest; Blast Stadfest; BOLD og MP_|Ekki 4 lista yfir nytjastofna islands
H1 Hafr6 synasafn porskur Gadus morhua Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

H2 Hafr6 synasafn i ichas Iupus. Stasfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

H3 Hafr6 synasafn Skarkoli Pleuronectes platessa Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Kom ekki

H4 Hafr6 synasafn Vsa Melanogrammus aeglefinus Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Kom ekki

H5 Hafré synasafn Ufsi Pollachius virens Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

H6 Hafr6 synasafn Lodna Mallotus villosus Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

H7 Hafr6 synasafn apfla i i i Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Kom ekki

H8 Hafr6 synasafn  |Gullkarfi Sebastes marinus Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

H9 Hafr6 synasafn Bléalanga Molva dypterygia Stadfest; Blast og MP Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

H10 Hafré synasafn Hlyri I minor Stadfest; Blast Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD EKKi & lista yfir islands
S1-1 Seidi a Hi i i Stadfest; Blast og MP Kom ekki Kom ekki

S2-1 Seidi i i i Kom ekki Stadfest; Blast og MP Stadfest; BOLD og MP

S3-1 Seidi Hi i i Stadfest; Blast og MP Kom ekki Stadfest; BOLD og MP

S4-1 Seidi iskodi Boreogadus saida Kom ekki Stadfest; Blast Kom ekki

S5-1 Seidi Blakjafta Rhinonemus cimbrius Engin 168 o Engin 168 ¢ Stasfest; BOLD 16 0g Cyth ekki til i gagnabénkum og MP ekki heldur
S5-2 Seidi Lysa Stadfest; Blast Kom ekki Stadfest; BOLD Ekki & lista yfir islands

Mynd 6. A)

Mynd af seidi 3-1 sem var greint til tegundarinnar skrapfliru (Hippoglossoides

platessoides) med radgreiningu & genunum 16S og COI. B) Mynd af seidi 5-1 sem var greint til

tegundarinnar blakjoftu (Rhinonemus cimbrius) med radgreiningu & geninu COI og stadfesting

fengin Ut frA BOLD gagnabankanum.
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4. UMR/ZEDUR OG ALYKTANIR

I pessu verkefni vard til mikil uppbygging & pekkingu og teekni i erfdafreedi nytjastofna vid island.
Afraksturinn er maelanlegur i magni rada Ur nytjastofnunum 26 fyrir genin COI, Cytb og 16S en
uppbyggingin & gagnabanka med pessum rédum og 66rum skyldum rédum af netinu er
mikilvaeg fyrir islenskan sjavaritveg. Hvort tveggja vard hagnytt um leid og pad vard til. Oflugur
gagnabanki sem inniheldur radir fyrir islenska nytjastofna getur nyst vid almennar hafrannsoknir
og einnig vid rekjanleika fisktegunda. Matis-Prokaria mun geta selt greiningapjonustu til
innlendra og erlendra adila s.s. sjavardtvegsfyrirtzekja, fiskkaupenda og rikisstofnanna. Asetlad
er ad Matis-Prokaria muni bjéda innlendum og erlendum adilum greiningarpjénustuna en n
begar hefur fyrirtaekid selt svona pjonustu til fyrirteekja & islandi. Ranns6kn sem pessi er ekki
einkaleyfishaef en gagnabankinn sem inniheldur samradadar radir fyrir hverja tegund og var
lokaafurd verkefnisins er eign Matis-Prokaria sem mun hafa nytingarrétt & gagnabankanum eins
og greint var fra i umsékn verkefnisins.

Krafa markadsins er hradi og nakveemni og pess vegna er naudsynlegt fyrir islenskan
sjavaritveg ad adlagast hratt og vera opinn fyrir nyrri teekni og adferdafreedi. SU adferdafraedi
sem vid notudum i pessu verkefni hefur ekki verid notud hér & landi en erlendis eru margir adilar
sem nota pessa adferdafreedi (sbr. “Fish and Chips” verkefnid innan EU-6 og ,Barcode of Life")
(Kochzius et al. 2008). Lita ma a radgreiningu merkigena sem fingrafar lifveranna sem er
Obrigdult (Hebert et al. 2003a; Hebert et al. 2003b; Ward et al. 2008a; Ward et al. 2005; Waugh
2007). Aoferdin mun nytast peim strax sem stunda rannséknir vid ad tegundagreina nytjastofna
islendinga ar sj6 hvort sem um er ad reeda egg, seidi, lirfur, ungvidi eda fullordna einstaklinga i
kringum Island og i 68rum hofum. Adferdin getur jafnframt nyst vid ad skera Gr um hlutfoll
tegunda i lifsynum, t.d. lifusyna sem safnad er & Iislandsmidum en pau er beedi erfitt og
timafrekt ad tegundagreina Ut fra atlitsgreiningum. Adferdin mun einnig verda mikilvaegt tol til ad
skera ar um vafamal & fiskmérkudum. | flestum tilvikum yrdu pad fiskkaupendur sem myndu
hafa dhuga & greiningarpjonustu af pessu tagi. Ekki er oliklegt ad i framtidinni verdi gerd krafa
fra fiskkaupendum ad tegundavottord fylgi sélunni. Med pessari adferdafraedi er pvi verid ad
opna nyjar leidir i tegundagreiningu syna.

pegar radgreiningarupplysingum Ur gagnabénkum a netinu og okkar radgreiningum var
samradad kom i [j6s DNA breytileiki sem bendir til stofnamunar innan tegunda. Fyrir genin COI
og Cytb voru breytingarnar i 6llum tilvikum péglar en pad er i samreemi vid fyrri nidurstéour
(Arnason et al. 2000; Simon et al. 1994). Stundum voru gaedi rada i gagnabonkum a netinu ekki
mikill og i peim tilvikum notudum vio ekki paer radgreiningar. bess vegna var mikilveegt fyrir
okkur ad greina okkar syni sjélf og hafa radir inni sem vid vitum hvadan eru upprunnar og ad
gaedin eru 100%. | upphafi verkefnisins kom i ljés vid leit i gagnabénkum & netinu ad pad
vantadi radgreiningar fyrir um pridjung tegundanna. Upplysingarnar sem var safnad i verkefninu
eru pvi mjog mikilvaeg vioboét vido pad sem fyrir er. Hins vegar ma benda 4, ad 4 medan a

verkefninu stéd pa beettist mikid vid af nyjum rédum i gagnabanka & netinu.
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pétt COI genid sé pad gen sem mest er notad vid rannséknir sem pessar ((Hebert et al.
2003a; Hebert et al. 2003b) pa kom pad vel i ljés hve hentugt var ad nota 16S og Cytb genin
med. COIl genid var i sumum tilvikum erfidadar i PCR mdgnun og radgreiningu en hin tvé og pvi
studningur vid verkefnid og Urvinnslu gagnanna ad hafa hin tvé til hjalpar. A pvi svaedi sem var
radgreint pa voru préteinradir COl og Cytb genanna alveg eins fyrir naskyldu tegundirnar
gullkarfa og djupkarfa en basaradirnar voru frabrugdnar & 1-2 bésum. bad sama var uppi a
teningnum fyrir tegundirnar hlyra og steinbit, par var 9-12 basamunur en proéteinrédin var su
sama. bad er pekkt fyrir nokkrar mjog skyldar fisktegundir ad COI getur ekki greint & milli peirra
og i peim tilvikum er naudsynlegt ad nota flokkunarsérfreedinga til hjalpar (Hajibabaei et al.
2006; Ward et al. 2005). Eins og i greiningu & blindu synunum pa nadist ekki alltaf ad radgreina
COlI genid en synin voru tegundagreind med 16S og/eda Cytb genunum.Fimm af 24 blindum
synum sem greind voru i verkefninu tilheyrdu ekki nytjastofnum islands en pad voru lax, hlyri,
lysa, isk6d og blakjafta. bratt fyrir ad vio aettum ekki pekkt syni og radgreiningar fyrir pessar
tegundir fyrir genin prjd, pa gatum vid tegundagreint synin par sem gogn voru til i gagnabénkum
a netinu. Med okkar greiningum baetist vid gagnabankana og pa eru til radgreiningar a
islenskum synum.

Markmidum verkefnisins var nad ad fullu en til ad na settum markmidum voru kraftar og
kunnatta tveggja 6flugra rannséknah6pa sameinadir. Starfsmenn Hafrannséknastofnunarinnar
6fludu syna og greindu synin til tegunda en sameindaliffreedingar fyrirteekisins Matis-Prokaria
unnu alla erfdafreedivinnuna. Ovissupeettir verkefnisins voru ekki miklir par sem um var ad raeda
pbekkta adferdafreedi og taekni sem pegar var i notkun hja umsaekjendum og peir hafa mikla
reynslu af og pau vandamal sem upp komu voru leyst af kunnattu. Préfad var mikid magn PCR-
og radgreiningarvisa og honnud var adferdafreedi sem hentar vel & rannsoknarstofu Matis-
Prokaria. pessi uppbygging pekkingar og kunnattu starfmanna mun audvelda alla vinnu i
framtidinni pegar Matis-Prokaria fer ad selja greiningarpjénustu til fyrirteekja og einstaklinga.
Engin fliétleg og areidanleg greiningaradferd var til fyrir islenska nytjastofna sjavar og pess
vegna var mikil porf fyrir géda og 6rugga adferd sem vidskiptavinir geta nytt sér.

A styrktimabilinu var reynt ad fa eggjamassa og magainnihald fiska til greiningar en vid
munum ekki fa pau syni fyrr en i haust (haustleidangur Hafranns6knastofnunarinnar). Nuna er
bluid ad préa greiningaradferdina og finna bestu greiningarvisa fyrir hina ymsu flokka
nytjastofnana pannig ad adferdin er ordin mjog adgengileg. bad veeri pvi mjég ahugavert
framtioarverkefni fyrir bada styrkhafa ad greina fiskiegg (t.d med svifsynum) sem og
magainnihald dr nytjastofnum til ad nyta afurd verkefnis til fulls. Slikar rannsoknir geetu varpad
liosi & hversu umfangsmikid at ymissa nytjafiska gaeti verid & eggjum, lirfum og seidum
nytjastofna. Sem deemi ma nefna ad Hafrannsdknastofnunin gerdi forkénnun & faedu sildar vorid
og sumarid 2007, en peer athuganir bentu til pess ad sild aeti téluvert magn af eggjum og lirffum
annarra nytjastofna. Hafrannséknastofnunin  sotti  um styrk til AVS sjédsins il
framhaldsrannsdkna & faedu sildarinnar en fékk ekki. baer nidurstédur sem fengust i pvi verkefni

sem pessi lokaskyrsla fijallar um geetu nyst til greiningar & magainnihaldi og geetu hugsanlega
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audveldad vio ad meta magn hverrar tegundar eggja, lirffa og seida i mégum og par med varpad

ljosi & faeduvistfraedileg tengsl nytjafiska i hafinu vid island.
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5. PAKKARORD

Adstandendur verkefnisins vilja pakka AVS rannséknarsjodi i sjavaratvegi fyrir framlag til
rannséknarinnar. Einnig viljum vid pakka starfsmdnnum fiskbidanna Galleryfisks vio Nethyl og
Fiskisdgu & Stérhofoa i Reykjavik fyrir ad taka svona vel & maéti starfsménnum Matis-Prokaria
pegar fengin voru syni Ur fiskbordum peirra til greiningar & blindum synum. Ad auki feer starfsfélk
Hradfrystiniss bérshafnar pakkir fyrir ad Utvega syni af kufskel.
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