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Agrip d islensku:

Eitt helsta vandamalid vid eldi & porski eru mikil affoll & fyrstu stigum proskunar
og gaedi seida. Markmid pessa verkefnis var ad fa heilsteyptari mynd af dhrifum
audgunar faedudyra med ufsapréteinmeltu 3 lifefnaferla i snemmproska porsk
med pvi ad beita myndgreiningaradferdum og proteinmengjagreiningu.
Nidurstodur benda til toluverdrar andoxunarvirkni ufsapréteinmeltu auk
nokkurrar ahrifa a bolguvirkni. Afkoma lirfa i eldistilraun var frekar lag p6 svo ad
vaxtarhradi veeri alveg vidunandi og I|itid veeri um alvarlega utlitsgalla.
Medhondlun med ufsapréteinmeltu reyndist ekki hafa ahrif 8 afkomu eda galla
lirffa en visbendingar voru um o6rvun & framleidslu IgM og lysozyme i
meltingarvegi og & yfirbordi lirfa. Proteinmengjagreiningar syndu ad
medhondlun hafdi ahrif @ tjaningu frumugrindapréteina, préteina sem taka patt
i streitu auk efnaskiptaensimsins ATP-synthasa. Nidurstodur benda til ad notkun
ufsapréteinmeltu geti baett og jafnad gdi seida ef gadi eggja er dbdtavant en
pbegar notud eru egg af godum pa hafi medhondlun ekki ahrif.

Lykilord d islensku:

Ufsaproteinmelta, préteinmengjagreining, dnaemisvefjafraedi

Summary in English:

High larval mortalities and anatomical deformities are among the major
obstacles restricting the development of Atlantic cod aquaculture. The present
project was aimed at studying the effects of a pollock hydrolysate
supplementation during early developmental stages of cod on growth,
development and survival. Furthermore, protein expression was evaluated as
well as the distribution and intensities of selected parameters of the unspecific
immune system. The hydrolysate was found to display antioxidant activity and
can be regarded as a feed supplement to the live prey items. The survival from
larvae to juvenile in the experiment was relatively poor, with satisfactory larval
growth and low incidence of severe deformities. Offering hydrlysate enhanced
live prey to larvae did not affect larval survival or development. Treatment
resulted in stimulated IgM and lysozyme production. Proteome analysis showed
that treatment with fish hydrolysates has an effect on the expression of
structural, stress and metabolic proteins. Overall, the results indicate that
fortification of the live prey with pollock hydrolysate can result in improved or
more even larval quality following poor egg quality, however, with no effects if
eggs are of better quality.
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1 Inngangur

Eitt helsta vandamalid vid eldi @ porski og fleiri sjavarfiskum eru mikil affoll & fyrstu stigum
broskunar en einungis 10% porsklirfa lifa af fram ad peim tima sem unnt er ad bdlusetja
seidin [1]. Pad er pvi mikilvaegt ad leita leida til pess ad auka afkomu og studla ad baettum
gedum lirfa i eldi. Rannsoknir a sjavarfiskum hafa pvi beinst i auknum maeli ad pessum fyrstu
proskastigum [2-4] en pratt fyrir pad eru asteedur mikilla affalla litt pekktar. Affoll hafa m.a.
verid tengd rangri feedusamsetningu og ohagsteedum umhverfispattum sem hafa leitt til
svelti, sykinga og ymiskonar vanskopunar [5]. Lirfur @ pessu stigi hafa heldur ekki proskad
med sér sérhafda dnaemissvorun og er dsérhaefda/medfaedda dnamiskerfid pvi eina vorn

lirfa gegn bakterium og 6dru areiti i umhverfinu 4 pessum tima.

Nylegar rannsdknir syna ad voxtur lirfa og seifa a fyrstu stigum eldisins skilar sér sem
vaxtarforskot sem helst afram Ut i megin vaxtarfasann [6]. bvi er afar mikilveegt ad finna ut
kjoreldisadsteedur a fyrstu proskastigunum. Aukin pekking @ mikilveegum lifefnaferlum i
broska er undirstada préunar @ sérhaefdu fodri sem og kjoreldisadsteedum i lirfueldi sem skila
mun heilbrigdari og lifveenlegri lirffum en pad er lykilatridi vid uppbyggingu ardbaers
borskeldis.

Vanskopun, t.d. kjaftskekkja og ymiskonar beinagrindargallar eru medal vandmala sem fylgja
framleidslu porskseida og er almennt alitid ad pessir gallar hamli edlilegum vexti seidanna,
auki afran og studli almennt ad auknum afféllum i eldinu [5]. Synt hefur verid fram a ad
feedupeettir 4 bord vid préteinmeltu hafa jakvaed ahrif & proskun ymissa sjavarfisktegunda [7,
8]. | pessu sambandi skiptir styrkur préteinmeltunnar miklu mali og gefur minni styrkur
jafnan jakvaedari nidurstédur samanborid vid haan styrk [7, 8]. | verkefninu , Lifvirk efni vid
lirfueldi lU6u og porsks“ kom i ljés ad audgun feedudyra med ufsaprdoteinmeltu leiddi til faerri
galladra porsklirfa. bar fyrir utan syndu vefjarannsdknir ad medhondladar lirfur voru med
mun péttari vodvavef og lifferi lirfanna voru ad o6llu leiti betur proskud samanborid vid
omedhondladar lirfur auk pess sem medhondlun leiddi til 6rvunar framleidslu lykilpatta i
Osérheaefdri dnaemissvorun lirfanna (IgM og lysozyme) [9]. Markmid pessa verkefnis er ad fa
heilsteyptari mynd af ahrifum audgunar feedudyra med ufsaproteinmeltu a lifefnaferla i
snemmbproska porsks med pvi ad beita myndgreiningaradferdum og préteinmengjagreiningu.
Med vefjalitun og myndgreiningu er haegt ad skoda breytingar i vef sem verda vid breytingu
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umhverfispatta og aukinn proska. Hzegt er ad skoda sterd og utlit fruma og vefja,

beinagrindargalla, rvun énamissvorunar o.fl.

Préteinmengjagreiningar gera monnum kleift ad fa yfirlit yfir 6skylda lifefnaferla og rannsaka
ahrif umhverfispatta par a. Flestar préteinmengjarannséknir fela i sér samtimis adskilnad
hundruda og jafnvel pusunda préteina i tvividum rafdraetti & polyakrylamid geli. Til ad
kennigreina dhugaverd proétein eru deplar peirra sneiddir ut ur gelinu, meltir og peptidin
massagreind [10]. Peptidmassaréfid ma sidan nota vid leit kjarnsyrurada i gagnabdnkum. pad
er pvi ljost ad med pvi ad beita proteinmengjaadferdum samhlida myndgreiningu og
motefnalitun einstakra vefja mda fa heilsteypta mynd af ahrifum ufsapréteinmeltu a
lifefnaferla i proska porsklirfa sem studla mun ad markvissari préoun a sérhaefdu fédri og
kjoreldisadsteedum i porsklirfueldi. Aukinn voxtur sem og baett lifun og gadi vid framleidslu
borskseida leidir til aukins stodugleika i framleidslunni og studlar pannig ad eflingu
atvinnugreinar sem a undir hogg ad saekja i matvaelaframleidslu heimsins. Med finstillingu a
framleidsluadferdum proteinmeltu og rannsdknum & samsetningu og lifvirkni mismunandi
proteinhluta hennar ma reikna med ad haegt sé ad auka lifun porskseida talsvert meir og
haegt sé ad setja @ markad voru med mjog eftirsotta eiginleika fyrir fiskeldisidnadinn. betta
yrdi edlilegt neaesta skref i framleidslu og markadssetningu afurda fra lceprétein ehf. til

notkunar i fiskeldi.

Um er ad raeda rannsoknatengt meistaraverkefni vid Haskdélann & Akureyri sem unnid er i

samstarfi vid Iceprdtein ehf., Matis og Hafrannsdknastofnunina.



2. Framkvaemd

2.1. Framleidsla a fiskproteinmeltu

Ufsi (Pollachius virens) var fenginn fra Fisk Seafood hf. og feerdur yfir i Iceprotein ehf. par
sem framleidsla & préteinmeltu fér fram. Prétein voru einangrud ur fiskflakinu med s.k. pH-
shift adferd og vatnsrofin med idnadarensimunum Alcalase® og Protamex® (Novozyme A/S,
Bagsvaerd, Denmark). Ensimin voru notud i hlutféllunum 1:1 og 4% af préteinbléndunni.
Proteinmeltan var udapurrkud, pokkud og geymd vid - 80 °C fram ad greiningu og notkun i

fiskeldistilraunir.

2.2. Melingar a neeringarinnihaldi

Préteininnihald var akvardad ut fra Kjeldahl-adferd (ISO 2005) og margfoldun @ magni
koéfnunarefnis med 6.25. Vatnsmaeling var gerd med pvi ad purrka syni i ofni vid 103°C £ 2°C i
4 kist. Hlutfall raka samsvarar pyngdartapinu (ISO 1999). Aska var meaeld med pvi ad hita syni
vid 550°C i 3 kist og vigta leifarnar (I1SO 2002).

Meliskekkja reiknast sem 3% af maeligildi préteins og 10% af meeligildi 6sku.

2.3. Tilraunir i porskeldi

[ tengslum vid verkefnid hefur verid framkvaemd ein tilrauna i eldi porsklirfa (mai — april
2011) i pvi markmidi ad kanna &ahrif ufsapréteinmeltu @ afkomu og proska porsklirfa auk
ahrifa 4 proteintjaningu og o6naemissvorun. Tilraunin var framkvaemd & tilraunast6d
Hafrannsdéknastofunnar ad Stad vid Grindavik og fyrirkomulag tilrauna og synataka var
skipulagt i samstarfi vid sérfraedinga Hafré sem sdu alfarid um framkveemd og synatokur &
medan tilraunir stodu yfir, auk pess sem peir 16gdu mat 4 afkomu og gaedi lirfa vid lok

tilraunar.

2.3.1. Uppsetning tilrauna

Vid skipulagningu tilraunar var tekid mid af fyrri tilraunum med ufsapréteinmeltu sem
framkvaemdar hafa verid af samstarfsadilum og gefid hafa lofandi nidurstédur. Lirfur voru
medhondladar med ufsapréteinmeltu i gegnum fédurdyr (hjéldyr og Artemia) par sem

fédurdyr voru medhondlud med peim styrkleika sem gaf bestar nidurstodur i fyrri tilraunum



(100 ppm). Fédurdyr voru pa audgud med hefdbundnum heetti og sidan latin nezerast a
ufsapréteinmeltu (0.1 g L™ beett vid raekt hjéldyra i péttleika 1 milljon dyr L' 0g 0.1 g L™ beett
vid raekt Artemiu i péttleikanum 500,000 dyr L™) i 30 min &dur en lirfur voru fédradar med
dyrunum. Prétein-beaeting fodurdyra var framkvamd @ morgnana og helmingur gefid i fyrstu

gjof dagsins (kl. 9:00) en helmingur geymdur vié 10°C fyrir seinni gjof (kl. 16:00).

Tilraunin var framkvaemd i fjorum 3.200 L framleidslukerum par sem komid var fyrir 200.000
- 300.000 kvidpokalirfum i hvert ker. Lirfur i tveimur kerum voru af villtum uppruna en 3.
kynslodar eldislirfur i hinum tveimur. Fédrad var med préteinmeltu-baettum fédurdyrum i
tveimur kerum sem innihéldu annarsvegar lirfur af villtum uppruna eda af eldisuppruna og
lirfur af sama uppruna fédradar med hefdbundnum fédurdyrum til samanburdar. Lirfur voru
féo6radar med préteinmeltu-beettum fodurdyrum & manudogum, midvikudégum og
fostudégum 4 timabilinu 2-42 dégum eftir klak (dph). Onnur medhéndlun vid eldi lirfanna var

samkvaemt hefdbundnum adferdum Hafrannsdknastofnunar.

Vid lok tilraunar (42 dph) voru lirfur vigtadar og lengdarmaeldar auk pess sem lagt var mat a
gaedi lirfa (hnakkagallar og adrir gallar) og afkoma reiknud. Synum til rannsékna 3
préteintjdningu og til dneemisrannsdkna var einnig safnad vid lok tilraunar. Ndnari lysing 3
framkvaemd tilraunar og vinnslu syna er ad finna i meistararitgerd nemanda (daetlud namslok

juni 2012).
2.4. Proteinmengjagreining

2.4.1. Utdrattur préteina ur meltingarvef

Meltingarvegur var fjarleegdur ar lirfunum og jafnadur Gt i frumurofsdaa (e. lysis buffer; 7 M
urea, 2 M thiourea, 4% w/v CHAPS, 40 mM DTT, 1% w/v 4-7 IPG buffer fra GE Healthcare, 1%
v/v protease inhibitor cocktail frd Sigma) i hlutfallinu vefur:dui, 1:9. [ framhaldinu var lausnin
sett i skilvindun vid 14000 rpm i 10 min og flotid hirt (préteinlausn). Flotid var fryst vié -80 °C

par til préteinmengjagreiningar féru fram.

2.4.2. Hledsla préteinsyna a gelraemur

Proteinlausn (16 pl) var blandad saman vid bélgnunardua (134 ul) (e. rehydration buffer; 7
M urea, 2 M thiourea, 2% w/v CHAPS, 40 mM DTT, 1% v/v 4-7 IPG buffer fra GE Healthcare,



1% v/v protease inhibitor cocktail fraSigma, 5 pL bromophenol blue). Syni i bdlgnunardua
(140 pL) var hlagid i raufar 8 sérstokum bokkum og gelreemum (ZOOM strip 4-7,cat#t ZM0012
Invitrogen, Carlsbad, CA) lagdar ofan i raufina med gelhlidina nidur og 1atid bida pannig vid
herbergishita yfir nétt i lokudu boxi (IPG box, GE Healthcare). Geeta purfti ad lausnin myndi

dragast jafnt upp a gelreemurnar.

2.4.3. Jafnhledslustilling proteina i gelreemu (e. Isoelectric focusing)

Jafnhledslustillingin var framkvaemd i Ettan IPG phor 3 frd GeHealtcare i eftirfarandi prepum
med aflidandi spennubreytingu milli prepa. Spennubreyting jafnhledslustillingarinnar var
framkvaemd vid 300 V og 200Vh, 1000 V og 300 Vh, 5000 V og 4500 Vh og 5000 V og 2000
Vh. Um pad bil prja klukkutima ték ad jafnhledslustilla gelreemurnar. Af pvi loknu voru
gelreemur settar i 15 mL skilvinduglos og geymd vid -20°C par til afoxun og alkalysering

proteina for fram.

2.4.4. Afoxun og alkalysering proteina i gelreemu (e. Equilibration)

Gelramurnar voru settar beint ar frysti i afoxunarlausn sem innihélt DTT (e. Dithiothreitol)
sem afoxar sulfiotengi préteinanna. bPvi nesest voru préteinin alkalysert i lausn med
jodacetamid sem endanlega kemur i veg fyrir ad tvisulfidtengi myndist og binst einnig vid

umfram magn DTT.

2.4.5. Tvividur rafdrattur proéteina (e. Two dimensional electrophoresis, 2-DE)

Vid tvividan rafdratt voru notud tilbuin gel (NUPAGE®Novex 4-12% Bis-Tris ZOOM®Gels )
(mynd 16) sem komid var fyrir { XCell Sure Lock™ frd Invitrogen. Tilgangurinn med tvividum
rafdraetti er ad adgreina protein a rafdrattargeli eftir mélmassa (e. MW). Keyrsludui er
gerdur ur. Tvohundrud mL af pessari lausn voru teknir frd og beett i pa 500 pL af
andoxunarefni fra Invitrogen og blandad vel. bessi lausn fer a milli gelplatnanna i keyrslunni

en afgangurinn af keyrsluddanum fer utan med gelplétunum.

Vid framkvaemd seinni viddarinnar (rafdrattur) voru notud tilbudin gel (NuPAGE®Novex 4-12%
Bis-Tris ZOOM®Gels) sem komid var fyrir i XCell Sure Lock™ frd Invitrogen. Gelreemunum
asamt stadli med proétein af pekktum mdlmassa (3,5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 110, 160

og 260 kDa) var komid fyrir efst 4 gelunum. Agardsi (0,5%) var settur ofan a gelreemurnar til



bess ad halda peim betur & stadnum. Gelin dsamt keysludua (40 mL af tilbdnum 25X MES
dua fra Invitrogen og 760 mL af eimudu vatni) var komid fyrir i XCell Sure Lock™. Gelin voru

keyrd vid 200 V i u.p.b. klukkutima. Alls voru keyrd 12 gel, 3 fyrir hvern hép.

2.4.6. Litun proteina i geli

Eftir rafdrattinn voru gelin skolud med eimudu vatni til ad skola SDS af gelunum. Préteinin i
gelunum voru litud med SimplyBlue™ SafeStain fra Invitrogen samkvaemt leidbeiningum fra
framleidenda fyrir 6rbylgjuofna adferd. Gelin voru geymd i eimudu vatni yfir nétt til ad losna
vid umfram lit. Til ad losna enn frekar vid umfram lit var pappirssnepill settur Ut i vatnid til ad

draga i sig litinn.

2.4.7. Myndgreining tviviora gela

Deplarnir & gelunum voru myndgreindir med myndgreiningarforritinu Image Master™ 2D
Platinum Software fra Amersham Biosciences. Gelin voru skénnud i Epson perfection
V750PRO skanna og hladid inn i tolvu. Skannad var i 800 dpi upplausn sem tiff skra. Notast

var vid innbyggda verkferla i forritinu vid greiningu myndanna.

2.4.8. Klipping depla ar tvivioum gelum

Peir deplar sem valdir voru til pess ad klippa ut ur geli eftir myndgreiningu voru skilgreindir
sem protein sem syndu breytingar i tjdningu eftir mismundandi medhondlun eda uppruna

lirfanna.

Deplarnir voru skornir Gt ar geli sem sérstaklega voru gerd til ad klippa depla ut ur peim.
Deplarnir voru klipptir it med skurdhnif (e. scalpel) og settir i 0,5 ml eppendorf glas med 120
pl af MilliQ vatni. Geldeplarnir voru sendir a is til proteinmengjagreiningadeildar haskdlans i

Aberdeen i Skotlandi til kennigreiningar.

2.4.9. Kennigreining proteindepla

Kennigreining for fram vid préteinmengjagreiningardeild haskolans i Aberdeen. Trypsin var
notad til ad brjota préteindepla nidur i peptid sem sidan voru greind med LC-MS/MS
massagreiningu. Synunum var fyrst breytt i jonir og paer skannadar m.t.t. massa og hledslu

(m/z). A pennan hatt er haegt ad bera kennsl & peptidin og b.a.l. préteinin i syninu [21].



Nidurstodur um hvada amindsyrur veeri ad raeda fengust & mgf skrdarformi. Nidurstodurnar
voru notadar vid leit i NCBInr og SwissProt gagnabonkunum med hjalp Mascot

leitarvélarinnar (http://www.matrixscience.com/search form select.html) par sem valid var

MS/MS lon Search. Forsendurnar sem notadar voru til pess ad fa leitarnidurstédur voru:

Ensim: Trypsin, ZAttbogi (Taxanomy): Geisluggi (e. Actinopteryggii), Peptid fravik (Peptid tol):
+/- 1,2 Da, #3C: 0, MS/MS tol +/-: 0,6, Peptid hledsla (Peptid charge): 2" og 3*, fastar
breytingar (Fixed modification): Carbamidamethyl (C) og breytilegar breytingar (Variable

modification): Oxidation (M).

Tafla 1. Yfirlit yfir stofna pekktra sykingarvaldandi bakteria i fiski sem notadir voru sem profstofnar vid
rannsékn bakteriuhamlandi ahrifa ufsapréteinmeltu.

Ufsapréteinmelta framleidd 2011 Ufsapréteinmelta framleidd 2009

Nafn bakteriustofna Nafn bakteriustofna

Yersinia ruckeri Vibrio fluvialis

Yersinia ruckeri Vibrio anguillarum 02 alpha

Aeromonas hydrophila Vibrio anguillarum O2 beta

Aeromonas bestarium Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes
Moritella viscosa

Moritella viscosa

Aliivibrio logei

Aliivibrio wodanis

Vibrio anguillarum O2 alpha

Vibrio anguillarum O2 beta

Vibrio splendidus

Vibrio pelagius

Vid rannséknir & bakteriuhamlandi ahrifum var notast vid hefdbundna dropaadferd [19] og
holu-agars adferd sem préud var af nemanda i rannséknatengdu BS nami i Liftaekni vid
Haskdlann & Akureyri i samstarfi vid sérfraedinga Matis [20]. Bakteriur voru reektadar
fliotandi Tryptic Soy Broth (TSB) leyst i 70% sjovatni (TSB/SW) og 10ul af peirri raekt sidan sad
a Tryptic Soy Agar (TSA) leyst i 70% sjévatni (TSA/SW) naeringar-agar og raektad vid 15°C eftir



ad ufsaproteinmeltu i mismunandi styrkleika (0,1g/100ml, 0,01g/100ml og 0,001g/100ml)
hafdi verid komid fyrir & yfirbordi skalanna (10 ul) eda i holum a yfirbordi agarskdlanna
(40p/holu). Eftir 6 daga i raekt voru skalar rannsakadar m.t.t. vaxtarhamlandi ahrifa efnisins

sem komu fram sem eyd@a i bakteriuvexti umhverfis dropann eda holur.

2.5. Onzemisvefjalitun

Onaemisdrvandi ahrif ufsapréteinmeltu voru rannsokud i efnivid sem safnad var i pessu
verkefni en einnig fra tilraun i 6dru verkefni (syni ur verkefninu ,TOPCOD, OPTILAR / Lengi
byr ad fyrstu gerd. Kjoreldisferlar i lirfu- og seidaeldi & porski“ styrkt af Taekniprounarsjodi og
AVS sjonum 2009-2011) par sem lirfur voru medhondladar @ sama hatt auk pess sem

nidurstodur voru mjog gédar vardandi ahrif proteinmeltu a proska og afkomu lirfa.

Synataka af lirfum var framkvaemd & sama proskastigi i badum tilraunum (42 dégum eftir
klak). Lirfur voru sneiddar i frystiskera og 9 um pykkum sneidum sem teknar voru fra augum
aftur ad spordi lirfa safnad 4 synagler og pau fryst vié -80°C par til métefnalitun foér fram.
Orvun dsérhaefar dnaemissvorunar var rannsokud med tilliti til tveggja mismunandi patta,
IgM og lysozyme, en peir paettir eru mjog mikilveegir i 6sérhaefdu édnaemissvari. Notud var
motefnalitun par sem notud voru sérhaefd moétefni framleidd i kaninu og sem fengin voru ad
gjof fra Dr. Merete Bjgrgan Schrgder, Norwegian College of Fishery Science og Dr. Bergljétu

Magnadoéttur, meinafraedideild Haskdla islands ad Keldum.

Smasjargler med vefjasneidum voru tekin ur frysti, peim leyft ad na herbergishita og sidan
latin liggja i 3% H,0, til pess ad hindra innan-peroxidasa virkni i synunum. Sneidar voru settar
i hindrunarlausn (blocking solution) og sidan lausnum med fyrsta stigs métefnum (gegn IgM
eda lysozyme) sem pynnt voru i PBS med 0,2% geitasermi. Syni voru pvi naest latin liggja i
annars stigs motefnalausn (Horse Raddish Peroxidase, HRP, merkt motefni) sem pynnt voru i
PBS med 0,2% geitasermi. Ad lokum var merki framkallad med Na-acetat substrat dua og
AEC-lausn og bakgrunnslitad med hematoxylin lit. A milli hverra skrefa i litunarferlinu var
skolad vel med 10xPBS/Tween20 (Phosphate Buffered Saline med 0,05% Tween 20) og ny
lausn notud i hvert skipti. Glerjum var sidan leyft ad porna adur en pekjugler var fest yfir

sneidarnar med Clarion Mounting Medium (Sigma C0487) og leyft ad porna i 24 kist. fyrir



skodun undir smdsja. Sem vidmidun um sérhaefni moétefna voru avallt notud gler med synum

pbar sem fyrsta stigs motefnum var sleppt vid litun.

Moétefnasvorun var rannsokud med pvi ad skoda synin i Leica DMRA2 smdsja med 50-400x
staekkun. Jakvaed svorun i mismunandi liffeerum kemur fram sem raudur/raudbrdnn litur en
kjarni frumanna litast blar/fjélublar. Myndir af sneidum voru teknar i gegnum smasjana med
Leica DC300F stafraenni myndavél og vistad i gagnagrunni i télvu og samanburdur gerdur &
medhondludum lirffum og sama stad i lirfum sem fengid héfdu hefdbundna medhondlun a

eldistimanum.

Vid skodun mynda ma greina vidveru IgM og lysozyme & mismunandi stodum i lirffunum sem
raudur/raudbrunn litur en hins vegar er ekki haegt med pessum adferdum ad magngreina
framleidslu pessara patta og pvi er samanburdur lirfa gerdur einungis Ut frd sjonreenum

samanburadi.



3. Nidurstédur og umraour

3.1. Neeringarinnihald ufsapréteinmeltu
Neeringarinnihald Udapurrkadrar ufsaprdoteinmeltu sem hlutfall af purrefni var eftirfarnandi:

hlutfall préteins var 76,1%, aska (steinefni) 12,3% og salt 6,7%. burrefnainnihald var 92,46%.

3.2. Lifvirkni ufsapréteinmeltu

3.2.1. In-vitro lifvirknimzaelingar - kemisk prof i tilraunaglésum

Nidurstodur lifvirknimaelinga framkveemdar i tilraunaglosum a préteinmeltunni ma sja i toflu
2. Oll gildin ar kemisku préfunum eru i haerri kantinum midad vid fyrri rannséknir okkar &
ufsapréteinmeltu [22]. Astaedan gaeti m.a. verid st ad synin voru framleidd hja Iceprétein
ehf. i Verinu par sem rannsdknastofa Matis er einnig stadsett og pvi voru synin mjog fersk

pegar lifvirknin var maeld.

Tafla 2. Nidurstodur lifvirknimaelinga a ufsapréteinmeltu i tilraunaglésum.

2

1
ORAC Fe”'jarnbindi- RP
(umol TE/g) DPPH (%) haefni (%) (ASE mg/g)
Ufsapréteinmelta  1415,3 +25,9 58,5+1,8 58,7+1,9 18,2+0,4

'0RAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity (umdl Trolox jafngildi/g utdrattur)

’RP: Afoxandi virkni (reducing power) (askorbinsyrujafngildi (ASE)/g utdréttur)

3.2.2. In-vitro lifvirknimzelingar i frumumadeli

Adur en lifvirknimaelingar i frumumadeli voru framkvaemdar voru &hrif mismunandi styrks &
frumulifun metin par sem mikilvaegt var talid ad styrkur préteinmeltu hefdi ekki ahrif a lifun
og heilbrigdi frumnanna. Styrkur ufsapréteinmeltu & bilinu 0,5 — 0,01 mg/mL mg/mL hafdi

engin ahrif a frumulifun og var pvi talid éhaett ad vinna med pessa styrkleika (Mynd 1).
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Mynd 1. Frumulifun HepG2 frumna eftir 48 kist medhondlun med mismunandi styrk (0,01-0,5 mg/mL
prétein) ufsapréteinmeltu Myndin synir medaltal * stadalfravik, n=4.

Nidurstodur ur andoxunarvirknimaelingum i frumumadeli fyrir ufsapréoteinmeltuna i premur
styrkleikum eru syndar @ Mynd 2. Eins og sja md er andoxunarvirkni einungis maeld i syni sem
inniheldur 0,5 mg prétein/mL. Syni sem innihéldu laegri styrk syndu enga andoxunarvirkni.
Pessi gildi eru nokkud laegri en pau gildi sem vid hofum verid ad maela i sama styrkleika af

fiskpréteinmeltu [22].
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Mynd 2. DCF fluorljomandi styrkur i HepG2 frumum medhéndludum med mismunandi styrk (0,1-0,5 mg/mL

prétein) af ufsapréteinmeltu. Myndin synir medaltal, n=4.
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3.2.3. Onamisstyrandi (andbélgu-) ahrif

Bolguaukandi og bodlguhemjandi ahrif efnanna voru metin med pvi ad meela seytun
bodefnanna IL-12 og IL-10. Stundum eru heildarahrifin metin med pvi reikna ut hlutfall af
seytun pessara tveggja bodefna. Angafrumur sem voru rektadar med ufsapréteinmeltu
seyta mun minna magni af IL-10 en angafrumur raektadar an ufsaproteinmeltu (mynd 3a).
Angafrumur reektadar med ufsaproteinmeltu seyta minna magni af IL-12p40 en angafrumur
reektadar an ufsaproéteinmeltu (mynd 3b) sem leidir til pess ad hlutfallsstudullinn verdur um

einn (mynd 3c).

2000
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Mynd 3a. IL-10 bodefnaseytun angafrumna raektadra med og an ufsapréteinmeltu.
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Mynd 3b. IL-12p40 bodefnaseytun angafrumna raektadra med og an ufsapréteinmeltu.
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Mynd 3c. Bodefnaseytun angafrumna raektadra med og an ufsapréteinmeltu.
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Nidurstodurnar benda til pess ad i ufsapréteinmeltu séu efni sem hafi ahrif 8 bodefnaseytun
angafrumna par sem IL-10 (bdlgubodefni) sem og IL-12p40 (andbdlgubodefni) seytun
lekkadi. Hlutfallsseytunin var pvi einn sem pydir ad heilt a litid hafdi préteinmeltan engin

nettd andbdlguahrif.
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3.2.4. Bakteriuhamlandi ahrif

Nidurstodur benda ekki til pess ad ufsaproteinmelta bui yfir vaxtarhamlandi ahrifum a paer
bakteriutegundir sem rannsakadar voru. Eftir ad bakteriur hofou verid raektadar i viku pa
voru skalar skodadar og var pa kominn gédur voxtur bakteria sem pakti skdlarnar og engin
ey0a sjaanleg kringum dropa eda holur par sem ufsapréteinmeltu hafdi verid komid fyrir i
mismunandi styrkleika. SOmu nidurstédur fengust med badum ufsapréteinmeltu afuréunum
sem rannsakadar voru og eru nidurstédur i samraemi vid fyrri rannséknir 3

bakateriuhamlandi eiginleikum annarra fiskpeptidafurda (Matis skyrsla 38-08).

3.3. Afkoma og proski lirfa

Tafla 3 synir yfirlit yfir nidurstodur eldistilraunar.

Tafla 3. Nidurstodur eldistilraunar. Afkoma er metin med talningu lirfa a tveimur timapunktum, 50 og 100
doégum eftir klak (dph). byngd lirfa er metin 8 mismunandi timapunktum og gefid upp sem purrvigt (dw) eda
blautvigt (ww). Gallar eru metnir 148 dégum eftir klak og gefnir upp sem hlutfall lirfa sem er hent vegna
ymissa alvarlegra byggingargalla.

Uppruni porsklirfa Villtur Eldis

Medhondlun Audgud fodurdyr Control Audgud fodurdyr Control
IAfkoma (50dph) % 6,5% 7,5% 14% 24%
IAfkoma (100dph) % 5,6% 6,3% 5,8% 8,1%
byngd (dw) 44 dph (mg) 10,4 9,7 8,9 7,7
byngd (ww) 75 dph (g) 0,61 0,59 0,54 0,52
byngd (ww) 148 dph (g) 11,8 12,3 10,7 11,8
Gallar % (148 dph) 1,6% 0,4% 7,0% 3,6%

Afkoma lirfa var frekar lag baedi medal lirfa fra villtum porski og eldisporski. Vaxtarhradi
lirfanna var alveg vidunandi en laegri hja lirffum fra eldisporski sem rekja ma til minni steerd
eggja. Afkoma lirfa fra eldisporski var dgaet i byrjun en svo kom upp bakteriusyking sem olli
toluverdum dauda rumlega 50 dégum eftir klak og afkoma var einungis 5,8-8,1%. Ekki
greindist mikid af alvarlegum utlitsgéllum i lirfum 148 dégum eftir klak, samanborid vié pad
sem venjulega sést i seidaeldi hja Hafrannsdknastofnun. Hlutfall utlitsgalla var mun haerra hja

lirfum af eldisuppruna og er pad talid geta orsakast af bakteriusykingu sem upp kom og sem
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olli miklum afféllum. Hlutfall utlitsgalladra lirfa var heldur haerri i hépi lirfa sem fengid hofou
proteinbaett fé6durdyr samanborid vid viomidunarhdp en hins vegar benda nidurstédur til

bess ad medhondlun med ufsapréteinmeltu hafi ekki ahrif & afkomu eda galla lirfa.

3.4. Orvun valinna 6naemispatta

Onaemisdérvandi ahrif ufsapréteinmeltu voru rannsékud i efnivid sem safnad var i pessu
verkefni (tilraun 2) en einnig i TOPCOD, OPTILAR (tilraun 1). Framleidsla og dreifing IgM og
lysozyme var rannsakad med vefjalitun par sem notud voru sérhaefd métefni. Vefjasneidum

(pverskornar lirfur) var safnad fra augum ad spordi lirfanna.

3.4.1. IgM

Nidurstodur syna ad IgM er til stadar i beedi medhéndludum og dmedhondludum lirfum 42
dogum eftir klak. IgM var mest i meltingarvegi lirfa en einnig a yfirbordi og vié hryggstreng.
IgM svorun var almennt mun sterkari i lirffum sem fengid hofdu ufsaprétein-baett fé6durdyr.
IgM svorun var auk pess mun jafnari i lirfum sem fengid hofdu ufsaprétein-baett fé6durdyr
samanborid vid vidmidunarhdpinn par sem mikill munur var i svérun & milli einstakra lirfa,

litil sem engin svorun i sumum & medan mikil svérun var i 66rum

Nidurstodur syna ad vefur i hryggstreng medhondladra lirfa var mun péttari og greinilegri en
vefur dmedhondladra lirfa auk pess sem meiri IgM svorun kom fram innan i hryggstreng

medhondladra samanborid vid 6medhondladra lirfa (mynd 4).

A B C
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2:

Mynd 4: IgM métefnalitun i medhondludum (A) og dmedhéndludum (B) lirffum dr tilraun 1 og 2 (400x
staekkun). Neikvaett vidmid par sem fyrsta stigs métefnum var sleppt er einnig synt i somu staekkun (C). Orvar
benda 4 jdkvaeda svorun i hryggstreng.

Ekki reyndist vera munur a IgM svorun @ yfirbordi lirfa i mismunandi medhoéndlunarhépum
(nidurstodur ekki syndar). | meltingarvegi kom fram afar sterk og j6fn IgM svérun i
medhondludum lirfum, hins vegar sast mjog litil eda jafnvel engin IgM svorun i

6medhondludum lirfum i badum tilraunum (Myndir 5).

2:

Mynd 5: IgM métefnalitun i medhéndludum (A) og dmedhéndludum (B) lirfum ur tilraun 1 og 2 (400x
staekkun). Neikvaett vidmid par sem fyrsta stigs métefnum var sleppt er einnig synt i somu staekkun (C). Orvar
benda a jakvaeda svorun i meltingarvegi. Syndar eru myndar af lirfum af villtum uppruna ur tilraun 2.

Vid samanburd a milli villtra- og eldislirfa kom i ljés ad IgM svorun i meltingarvegi er sterkari i
eldislirfum samanborid vid villtar lirfur (nidurstédur ekki syndar).
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3.4.2. Lysozyme

Nidurstodur syna lysozyme svorun i lirffum 42 dégum eftir klak. Svérunin var mest i

meltingarvegi lirfa en einnig a yfirbordi og vid hryggstreng.

Svorun gegn lysozyme var almennt mun sterkari i medhondludum lirfum samanborid vid i
6medhondludum auk pess sem svorunin i medhondludu lirffunum var mun jafnari

samanburdi vid 6medhondladar.

Ekki reyndist vera munur & svorun lysozyme vid hryggstreng lirfa. Vefur a yfirbordi
medhondladra lirfa reyndist hinsvegar mun péttari og greinilegri en vefur 6medhondladra
lirfa auk pess sem svorun lysozyme var par meiri hja lirfum sem fengid hofdu fodurdyr med

ufsapréteinmeltu (Mynd 6).
A B (o
1: ---

2:

Mynd 6: Lysésim maétefnalitun i medhondludum (A) og 6medhdndludum (B) lirfum ur tilraun 1 og 2 (400x
staekkun). Neikvaett vidmid par sem fyrsta stigs métefnum var sleppt er einnig synt i somu staekkun (C). Orvar
benda 4 jakvaeda svorun a yfirbordi lirfa.

Lysozyme svOrun var mjog sterk i meltingarvegi lirfa sem fengid hofdu ufsabaett fédurdyr

(Myndir 7 og 8). Ekki var mikill munur @ svorun a milli einstakra lirfa eda & milli eldis- og
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villtra lirfa i medhondludum hépi en i dmedhondludum lirfum var lysozyme svérun mjog

missterk.

Mynd 7: Lysésim métefnalitun i medhondludum (A) og 6medhondludum (B) eldis lirfum ur tilraun 2 (400x
staekkun). Neikvaett vidmid par sem fyrsta stigs métefnum var sleppt er einnig synt (C,200x staekkun). Orvar
benda a jdkvaeda svorun i meltingarvegi.

Mynd 8: Lysésim métefnalitun i medhondludum (A) og 6medhondludum (B) villtum lirfum ur tilraun 2 (400x
staekkun). Neikvaett vidmid par sem fyrsta stigs métefnum var sleppt er einnig synt i somu staekkun (C). Orvar
benda & jakvaeda svorun i meltingarvegi.

Almennt reyndist aukin lysozyme svorun i meltingarvegi og & yfirbordi lirfa sem fengid hofdu
fodurdyr med ufsaproteinmeltu. Ekki reyndist vera munur a lysozyme svorun & milli eldislirfa
eda lirfa af villtum uppruna pd svo vefur 3 yfirbordi eldislirfa vaeri mun péttari og greinilegri

en vefur a yfirbordi villtra lirfa.

3.5. Proteinmengjagreiningar

3.5.1. Myndgreining gela

Mynd 9 synir samanburdargel af meltingarvegsproteinum. Fjoldi depla @ gelum var & bilinu

75 -218. Eftir nanari skodun i myndgreiningarforriti for fjoldinn nidur i 73 — 171 a8 peim 12
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gelum sem greind voru. bPessir deplar voru med asetladan mdlmassa a bilinu 35 - 80 kDa og
dzetladan pl 4 bilinu pH 4,6 - 5,6. [ toflu 4 ma sja pau prétein sem syndu breytingar i tjdningu
vid medhondlun. A gelinu @ mynd 9 sjast nimer deplanna sem klipptir voru Gt sem og

stadsetning peirra 4 gelinu.

17436

17435

17533 :

o) ppE e 17336
17560
17550] 15373

Mynd 9: Samanburdargel af meltingarvegspréoteinum sem dregin voru ut ur lirfum 42 dogum eftir klak.
Lirfurnar voru fra 3ju kynslédar eldisporski og fengu feedudyr sem audgud voru med ufsapréteinmeltu.
Numer deplanna sem syndu breytingar sjast 8 myndinni. Deplarnir sem voru kennigreindir eru eftirfarandi:
17560, 17556, 18168, 17573, 17525 and 17489.

3.5.2. Kennigreining depla med massagreiningu

Fjortan deplar voru valdir til kennigreiningar par sem préteinin ad baki peim syndu
breytingar i tjdningu eftir medhondlun med ufsapréteinmeltu (tafla 4). Fyrir sex af peim 14
proteinum sem valin voru til kennigreiningar fannst samsvorun vid pekkt prétein. brju
pbessara proéteina (deplar 17556, 18168 og 17573) voru kennigreind sem beta-actin like
protein Ur regnbogasilungi (Oncorhynchus mykiss) og honeycomb grouper (Epinephelus

merra). Prétein depill 17560 var kennigreindur sem fast myotomal muscle actin Gr
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Atlantshafslaxi (Sa/mo salar). Prétein 17525 fann mesta samsvorun vidé heat shock cognate Ur

lake whitefish (Coregonus clupeaformis) og depill 17489 liktist mest ATP synthase H*

transporting mitochondrial F1 complex beta Ur Atlantshafslaxi. Engin samsvorun fannst vid

proteindepla 17513, 17523, 17535, 17569, 17547, 17550, 17590 and 17436.

Tafla 4: 14 préteindeplar sem voru klipptir ut til kennigreiningar.

Breyting i
tjaningu eftir
s medhdndlun
Protein BLAST
Depill. namer. Prétein Tegund Eldi - Villt pl kDa
17513 - - Engin greining Engin greining T-1 5.15 47
17523 - - Engin greining Engin greining T-1 510 45
17535 - - Engin greining Engin greining T-1 490 40
17569 - - Engin greining Engin greining T-1 460 37
17547 - - Engin greining Engin greining T-1 5.20 40
17550 - - Engin greining Engin greining -1 515 40
17560 NP_001117011.1 789 fast myotomal muscle Salmo salar t-1 5.10 40
actin
17556 NP_001117707.1 784 beta-actin Oncorhynchus mykiss -1 5.60 40
18168 AAF80342.1 783 beta-actin Oncorhynchus mykiss T-1 555 37
17573 ACD62375.1 543 beta-actin Epinephelus merra T-1 5.55 36
17590 - - Engin greining Engin greining T-1 530 35
17436 - - Engin greining Engin greining t-1 4.60 80
17525 ADV02377.1 540 heat shock cognate Coregonus -1 4.80 47
clupeaformis
17489 ACHB85277.1 483 ATP synthase H+ Salmo salar -1 4.80 60

transporting mitochondrial

F1 complex beta

pl: Jafnhledslupunktur, kDa: Mdlmassi.
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4. Alyktanir

Nidurstodur ar lifvirknimaelingum & ufsaproteinmeltu benda til téluverdrar andoxunarvirkni.
Andbdlguvirkni var einnig stadfest en par sem bélguvirkni var einnig til stadar reyndist netté
andbdlguvirkni engin. Vaxtarhamlandi virkni gegn nokkrum pekktum bakteriustofnum var

ekki til stadar i synunum.

Nidurstodur eldistilrauna benda til pess ad pé svo medhondlun med ufsaproteinmeltu virdist
hafa énaemisoérvandi adhrif & pa paetti sem hér voru rannsakadir pa hafi medhondlun ekki
ahrif 4 afkomu og geedi lirfa. Hépar sem medhondladir voru med ufsabaettum fodurdyrum
voru ad koma heldur verr Ut samanborid vid vidmidunarhdpa en par geetu verid um keraahrif
ad reeda. betta er ekki i samraemi vid fyrri nidurstodur sem gafu til kynna baetta proskun lirfa
og minni tidni alvarlegra utlitsgalla. Utlitsgaedin 4 seidunum i pessari tilrauninni voru mjog
goéd sérstaklega hja lirffum sem medhondlud voru med hefdbundnum haetti. Nanast engin
tilfelli sdust af hryggvandamadlum s.s. lordosis, kyphosis og scoliosis auk pess sem hausfetta
(e. stargazers) var litid dberandi, p6 greina megi mjog vaega hausfettu. Pad ma pvi telja ad
litid svigram sé fyrir framfarir @ pessu svidi med notkun peirra audgunar- og eldisadferda
sem nu eru notadar. Hins vegar benda nidurstodur pessarar tilraunar og fyrri tilrauna ad
notkun ufsaproteinmeltu geti baett og jafnad geedi seida ef gedi eggja er abdtavant en pegar

gadi eggja eru god eins og hér pa hafi medhondlun ekki ahrif.

Nidurstodur vefjalitunar benda til pess ad medhondlun med ufsaproteinmeltu gefi lirfur af
jafnari gaedum auk pess sem medhondlun 6rvadi framleidslu & IgM og lysozyme. Frekari
umfjollun um pessar nidurstodur eru birtar i skyrslu til Nyskopunarsjéds Namsmanna
sumarid 2010 (,Ahrif fiskpeptida & préteinmengi porsklirfa — med aherslu a4 ésérhaefda
énamissvorun”) og sumarid 2011 (,Préteinmengjagreining meltingarvegs porsklirfa“) auk

meistaraverkefnis nemanda (dzetlun lok vor 2012).

Préoteinmengjagreiningar syndu ad ufsapréteinmeltan var ad hafa ahrif 8 tjaningu
frumugrindaproéteina eins og aktins. Einnig greindust prétein sem taka patt i streitu sem og
efnaskiptaensimid ATP-synpasi. Einungis nddist ad kennigreina 6 prétein af 14 sem syndu
breytta tjaningu vid medhondlun med ufsapréteinmeltu. Lagt kennigreiningarhlutfall kom
liklega til vegna litils préteinmagns a gelunum o.p.a.l. i préoteindeplunum. bar sem IgM og

lysozyme eru framleidd i mjog litlu magni er dliklegt ad na ad greina pau 4 gelunum. Af peim
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6 préteinum sem kennigreind voru fundu 4 prdétein samsvorun vid aktin. Hlutfall aktins i
heildar fjolda af kennigreindum préteinum kemur ekki & évart par sem aktin er mjog algengt
og vel vardveitt prétein i frumum. Pad sem kom @& dvart var ad engir préteindeplar fundu

samsvoOrun vid proétein skilgreind ur porski.
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7.1.  Agrip fyrir veggspjaldakynningu 4 WEFTA radstefnu i september 2011

41° WEFTA Meeting, 27-30 September 2011, Gothenburg, Sweden.

Analysis on the bioactivity of fish protein hydrolysates used as feed enrichment for

Atlantic cod (Gadus morhua) larvae

HSImfridur Sveinsdottir®*, Hugran L. Heimisdéttir™?, Jénina, J6hannsdéttir®, Patricia Y.

Hamaguchil, Arnljotur B. Bergssonl, Hordur G. Kristinsson™? and Steinar Svavarsson®

"Matis ohf. - Icelandic Food and Biotech R&D. Vinlandsleid 12, 113 Reykjavik, Iceland
*University of Akureyri, Nordurslod 2, 600 Akureyri, Iceland

3Departmen’c of Food Science and Human Nutrition. UF, Gainesville, FL, USA
4Iceprotein ehf. - Verid, Haeyri 1, 550 Saudarkrdkur, Iceland

*Corresponding author: holmfridur.sveinsdottir@matis.is

In several marine fish species, the addition of protein hydrolysates has been reported to
have a positive effect on larval performance. Bioactive compounds of protein hydrolysates
have been found to be well suited to support larval growth. The provision of a more
digestible diet to the newly hatched fish should improve both their growth and survival since

amino acids from dietary proteins are absorbed mainly as peptides or amino acids.

The objective of this study was to analyze and deliver bioactive compounds found in pollock
(Pollachius virens) protein hydrolysates to improve the survival rate and growth of Atlantic

cod larvae.

Peptide samples were prepared by enzymatically hydrolyzing minced Pollock fillets with a
commercial enzyme mixture: Alcalase and Protamex. Properties of the bioactive compounds
were analyzed by Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC), and 1,1-diphenyl-2-
picrylnydrazyl  (DPPH) radical scavenging capacity together with cell-based
immunomodulating assays. Intracellular antioxidative activity of pollock protein hydrolysates
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was determined by a novel cellular antioxidant assay using HepG2 cells. A pollock protein
hydrolysate was used for enrichment of the live feed offered to cod larvae from the onset of
exogenous feeding and the effects of treatment on larval growth and selected innate

immune parameters studied.

Results showed that pollock protein hydrolysates possess good antioxidant properties
supported by chemical as well as cell based antioxidative assays. The intracellular
antioxidative activity increased with increased concentration of the protein hydrolysates.
Cell viability was not affected when cells were incubated for 48 h with different

concentrations of protein hydrolysates.

This study presents antioxidant properties of protein hydrolysates orginating from pollock
assessed by chemical as well as cellular based methods. This result is an important step in
analyzing bioactive properties of fish protein hydrolysates for the use as feed enrichment in

marine fish aquaculture.
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7.2.  Agrip fyrir veggspjaldakynningu 4 liffraediradstefnu i névember 2011

Biology in Iceland 2011 Conference in Reykjavik, Iceland.

Ahrif ufsapréteinmeltu 4 valda paetti i 6sérhaefdu dnaemissvari porsklirfa

Hugrin L. Heimisdottir®?, Jonina Johannsdéttir?, Rannveig Bj('jrnsdéttirl’z, Steinar

Svavarsson®, 0ddur Vilhelmsson? and Hélmfridur Sveinsdéttirt

'Matis Ohf, Vinlandsleid 12, Reykjavik, island; 2 Haskolinn & Akureyri, Borgir v/Nordursléd, Akureyri,

island; “Iceprotein ehf. Saudarkrdkur, island

Markmid rannséknarinnar var ad skoda ahrif audgunar lifandi faeedudyra fyrir porsklirfur
(Gadus morhua L.) med ufsapréteinmeltu (UPM) & mikilvaega lifefnafreedilega ferla. betta var
gert med pad ad leidarljosi ad finna mikilvaega efnaskiptaferla i proskanum sem tengja maetti
vid baettan voxt, proska og/eda afkomu porsklirfanna. Rannsékud var 6rvun IgM og lysdsims
en hvort tveggja eru lykilpaettir i dsérhaefdu dnaemissvari. Vid pessar rannséknir var notud
6naemisvefjafraedi par sem sértaek métefni voru notud til ad kanna hvort medhéndlun med
UPM hefdi jakveed ahrif a framleidslu og/eda dreifingu pessara patta i frumum og vefjum
lirfanna. Nidurstodur gefa sterkar visbendingar um ad fédrun porsklirfa med UPM-
audgudum faedudyrum hafi jakveed ahrif a proska innri liffaera lirfa 4 fyrstu stigum eldisins og
baeta pannig gadi lirfanna. IgM og lysésim svorun greindist i 6llum medhondludum lirfum og
var svorunin mun sterkari i meltingarvegi og a yfirbordi medhdndladra lirfa samanborid vid
omedhondladar lirfur. Nidurstodur syndu jafnframt jafnari dreifingu IgM og lysdsims i
medhondludum lirfum samanborid vid dmedhdndladar lirfur par sem svérunin var allt fra pvi
ad vera mikil i pad ad vera nanast engin. Pad eru pvi sterkar visbendingar um ad audgun
faedudyra lirfa med UPM leidi til 6rvunar 6sérhaefdrar dnaemissvorunar lirfa og hafi pannig

jakvaed ahrif & proskun peirra.
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7.3.  Agrip fyrir veggspjaldakynningu a porskeldisradstefnu i september 2011

Cod Farming in the Nordic Countries, Reykjavik, Iceland, 2011

Live feed enrichment for improved quality and survival of intensively reared cod
larvae,

Rannveig Bjornsdottir, Jonina Th. Johannsdéttir, Hugrdn L. Heimisdottir, Agnar

Steinarsson, Maria Pétursdottir, HoImfridur Sveinsdéttir, Oddur Vilhelmsson and Albert
K. Imsland
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7.4. Agrip fyrir veggspjaldakynningu 4 Aquaculture Europe i oktéber 2010

IMMUNOSTIMULATION AND ENHANCED DEVELOPMENT OF ATLANTIC COD (Gadus morhua)
LARVAE

HL Heimisdottir', J Johannsdottir’, A Steinarsson®, EE Thorarinsdottir®?> and R
Bjornsdottir’?*

1University of Akureyri — Business & Science, Borgir v/Nordurslod, 1S-600 Akureyri, Iceland,; 2 Matis — Icelandic Food and
Biotech RTD, Borgir v/Nordurslod, 1S-600 Akureyri, Iceland; % |celandic Marine Institute, Stadur, 1S-240 Grindavik, Iceland

Introduction

High mortalities are associated with the early larval stages in cod aquaculture (Rosenlund et al. 2007; Y fera et
al. 2007), with survival of only 10-20% from larvae to juvenile commonly observed (Steinarsson, 2004). The
innate immune system represent the first line of defence and many of its components are well developed in fish
(Gémez et al. 2008). Stimulation of innate immune parameters is therefore considered a promising approach for
improved survival and larval quality (Bricknell et al. 2005). Cod serum contains relatively high levels of natural
IgM which may compensate for the poor specific antibody response observed in cod (Magnadottir et al. 2009).
Lysozyme is an enzyme playing a role in digestion and the early line of innate defence in fish (Saurabh et al.
2008). Feed supplementation using probiotics (Nayak, 2010) and other immunostimulants (Bricknell et al. 2005)
has been associated with elevated levels of IgM and lysozyme in serum and mucus in fish. Fish peptides may
furthermore provide immunostimulating effects in addition to nutritional benefits and improved resistance
against pathogens observed in fish larvae (Johannsdottir et al. 2008; Pedersen et al. 2004).

The aim of the present study was to investigate the stimulating effects of a peptide hydrolysate isolated from
pollock (Pollachius virens) on selected parameters of the unspecific immune system of cod larvae. The aim was
furthermore to verify promising results of treatment during early larval stages (Johannsdottir et al. 2008), and
investigate the long-term effects on larval development, growth and survival following transformation to
juveniles.

Material and methods

The peptide hydrolysate (88% protein) was prepared through enzymatic hydrolysis of pollock fillets. Cod larvae
were fed the hydrolysate through addition to the cultures of the live prey (200ppm) 30 minutes before offering to
larvae in both daily feedings, three times a week from 2-45dph. The treatment was carried out in quadruple
(10.000 larvae tank™), with four tanks containing larvae of a common origin serving as control. Samples of
larvae and juveniles were collected at 3, 10, 17, 31, 46, 55, 80 and 160dph. The presence and distribution of IgM
and lysozyme in cryosectioned larvae was studied through immunohistochemistry using specific antibodies and
the binding visualized using horseradish peroxidase labeled secondary antibodies. The mean weight and length
of pre-juveniles was evaluated at 48 dph and the remaining survivors from each protocol then pooled and
transferred to a new incubator (~1.500 post-juveniles tank™). The long-term effects of peptide treatment were
evaluated at ~160dph (September 2010).

Results

Feeding the peptide hydrolysate to cod larvae through encapsulation of the live prey resulted in significantly
improved larval development at 28 and 42dph (first experiment: Johannsdottir et al. 2008) as well as at 46, 55
and 160dph (present experiment), with organs and tissues markedly more distinguishable and thicker gut walls in
treated as compared to control larvae. Also, the lack of definite organ structures hampered the identification of
internal organs and structures in untreated larvae at early developmental stages (< 28dph).

The main results furthermore include:

v detection of IgM in larvae already at 28dph (14-17mm), mainly in the foregut and the epithelial lining
of the digestive tract as well as in the epidermal mucus of the skin. IgM and lysozyme were more
widespread and detected in higher intensities in the gut wall of treated as compared to control larvae at
this early stage of the development.
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v detection of lysozyme (Fig. 1) and IgM in high intensities in the gut wall and skin mucus of treated
larvae at 46dph, while high variability in the intensity and distribution of IgM and lysozyme was
observed amongst individuals in the untreated group.

Treatment furthermore resulted in improved survival at 48dph. Further studies include analysis of the long-term
effects of treatment on the distribution and intensities of IgM and lysozyme in the gut wall and skin mucus of
cod juveniles at ~160dph. Survival, growth and spinal deformities in treated as compared to the control group
will furthermore be evaluated at ~160dph.

Figure 1: Immunostaining of cryosections of cod juveniles at 46dph using rabbit anti-lysozyme antibodies. The figures show
sections of the foregut of control larvae (A) and larvae fed rotifers/Artemia enriched with a pollock peptide hydrolysate
(200ppm) (B). Positive response is indicated by reddish colour (arrows). Also shown are negative controls of sections
incubated in a solution of assay buffer substituted for the primary antibody solution (C).
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Abstract

Poor survival and quality during early developmental stages of Atlantic cod (Gadus morhua
L.) is the main bottleneck in cod aquaculture and has been one of the main obstacles for
further development within the industry. The immune system of Atlantic cod larvae is not
fully developed at hatch and the larvae therefore have to rely on innate immune parameters

during the first month following hatching.

Live prey enhancement using fish protein hydrolysates has been found to benefit normal
development and growth and stimulate key parameters of the innate immune system of cod
larvae. The overall aim of the study was to investigate an approach for the stimulation of the
innate immune response of larvae of wild-caught as compared with cultured origin, through
live prey enhancement using a pollock (Pollachius virens) protein hydrolysate. The aim was
further to compare different analytical approaches, proteomics and immunohistochemistry,
with the overall aim to develop reliable methodologies for analysing the effects of various
treatments of cod larvae. The study also included the introduction of methods for proteome

analysis at the University of Akureyri for analysis of protein expression in early cod larvae.

The results indicate that proteomics may be an expedient approach for analysing the effects
of a pollock protein hydrolysate enhanced (PHE) live prey in cod larvae. The results indicate
that PHE live prey may stimulate the expression of proteins involved in larval growth and
development, with most of the differentially expressed proteins identified related to larval
development and growth. There were indications that PHE live prey stimulated the
production and distribution of selected parameters of the innate immune system of larvae in
treated as compared with untreated larvae. Treated larvae displayed a more prominent and
even response of both IgM and lysozyme and the immunohisochemical studies indicated
improved development of the digestive tract in treated as compared with untreated larvae.
Also, the results indicate a more uniform quality amongst larvae when using fish protein

hydrolysate enhancement of the live prey.

Keywords: Atlantic cod larvae, protein hydrolysate, proteomics, immunohistochemistry, IgM,

lysozyme
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Utdrattur

porskeldi er vaxandi atvinnugrein & islandi en hefur pé ekki gengid sem skyldi, medal annars
vegna mikilla affalla og slakra geeda lirfa og seida & fyrstu stigum eldisins. Onaemiskerfi
borsklirfa er litid proskad vid klak og purfa lirfur pvi ad reida sig eingdngu a dsérhzefda
6naemissvorun fyrstu manudina, eda par til sérhaefda dnaemiskerfid hefur ndd fullum proska.
Fyrri rannsoknir gefa visbendingar um ad audgun faedudyra med fiskpeptidum hafi jakvaed
ahrif 4 voxt og proska porsklirfa asamt pvi ad orva lykilpaetti i 6sérhaefdu dnaemissvari peirra.
Megin markmid verkefnisins var pvi ad leita leida til ad efla dsérhaeft dnaemissvar lirfa sem
og ad prda areidanlegar adferdir til ad meta hvort auka megi geedi lirfa vid mismunandi
fédrun. Markmid verkefnisins var einnig pad ad greina hvort audgun faedudyra med
fiskpeptidum hefdi mismunandi ahrif & lirfur af villtum samanborid vid eldisuppruna og pa i
hverju sa munur mogulega feelist. Markmid verkefnisins var ennfremur ad setja upp adferdir
proteinmengjagreiningar vid Haskdélann a Akureyri og adlaga til greiningar a tjaningu

proteina i meltingarvegi porsklirfa a fyrstu proskaferlum.

Nidurstodur verkefnisins benda til pess ad adferdir proteinmengjagreiningar geti verid
hentug leid til ad kanna ahrif medhondlunar a proteinframleidslu i meltingarvegi porsklirfa.
Nidurstodur gefa jafnframt visbendingar um ad audgun faedudyra med fiskpeptidum studli
ad sterkbyggdari vefjalogum og hafi pannig jakvaed ahrif & proskun porsklirfa. Nidurstodur
proteinmengjagreiningar syndu ad flest pau prétein sem greind voru tengjast einmitt proska
og vexti lirfanna og gefur pad til kynna hradari proska og voxt medhéndladra samanborid vid
6medhondladra lirfa. Nidurstodur dneemisvefjalitunar benda til pess ad audgun feedudyra
med ufsapeptidum leidi til hradari proska og bzettra geeda lirfa og geti pannig haft jakvaed
ahrif a fyrstu stigum eldisins. IgM og lysdsim greindust i 6llum medhondludum lirfum og var
svorunin mun sterkari og jafnari i meltingarvegi og a yfirbordi medhondladra samanborid vid
omedhondladra lirfa. Nidurstodur benda einnig til pess ad einstaklingsmun megi hugsanlega

jafna at vid audgun fedudyra med fiskpeptidum.

Lykilord: borsklirfur, fiskpeptid, proteinmengjagreining, dnaemisvefjalitun, IgM, lysésim
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Abstract

High mortality and low growth rate during the early larval stages is still a major obstacle in
intensive production of Atlantic cod (Gadus morhua) larvae. Numerous genetic and
environmental factors affect the health and survival of marine fish larvae. Protein
hydrolysates, probiotic bacteria and various other environmental factors have been shown
to improve the health and survival of fish larvae. As an example, stimulation of genes and
increased distribution of key parameters of the unspecific immune system have been
observed as a result of live feed enrichment. However, the beneficial effects of treatments
on fish larvae are poorly understood at the molecular level. Proteomics is defined as “the
study of the entire proteome or a subset thereof” where the proteome is the expressed
protein complement of the genome. Unlike the genome, the proteome varies among tissues,
as well as with time, reflecting the organism’s environment and its adaptation thereto.
Therefore, proteome analysis may be used to identify a wide range of molecules and
biochemical pathways involved in the responses of fish to environmental factors including
food. This chapter reviews novel methodologies to assess metabolic changes of cod larvae in
response to environmental and some examples of their present use, as well as potential

future applications in the study of cod larvae.
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