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Agrip d islensku:

Rannsoknir hafa synt ad mikill munur er & geedum matvara eftir uppruna peirra og
mismunandi medhondlun og pvi mikilvaegt ad geta fylgst med geedum vinnsluhrdefna og
matvoru med sem audveldustum og areidanlegustum haetti. Myndgreining er mjog
dhugaverdur kostur sem getur gefid upplysingar sem eru adgengilegar og syna vel
uppbyggingu vefja og ahrif mismunandi patta @ samsetningu og eiginleika afurda.
Ymiskonar gallar eru algeng vandamal i porskeldi og talid er ad petta geti m.a. takmarkad
vaxtarmoguleika og valdid auknum afféllum. Beinagrindargallar s.s. hausfetta koma ekki i
ljés fyrr en & seinni stigum lirfueldis og pvi mikilvaegt ad préa audvelda adferd til
greiningar fyrr i ferlinu. Vid myndgreiningu @ bporsk- og [4dulirffum var studst vid
litunaradferd med tvofaldri litunarlausn par sem bein og brjésk eru litud (Alazarin red og
Alcian blue). Ymsar Gtgafur voru préfadar vid adlogun adferdarinnar sem reyndist
naudsynlegt til pess ad fa sem skyrasta mynd af Gtliti hryggsulunnar. Best reyndist ad lita
yfir lengri tima (yfir nétt) en lengja parf aflitunar timann (bleaching) fra upphaflegri
adferdalysingu til ad minnka lit i holdinu.

Nidurstodur gefa visbendingar um ad myndgreining sé géd adferd til ad meta geedi lirfa
og best sé ad lita eingdngu beinin pvi brjosk i uggum og andliti geta skyggt a efsta hluta
hryggsulunnar.

Verkefnid er styrkt af Matvaelasetri Haskdlans a Akureyri.
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Summary in English:

Research reveal variable quality of food products, depending on the origin, processing
and other treatment of the product. Hence, it is considered of importance to be able to
easily monitor the quality of the raw material. Image analysis is considered an interesting
choice of analytical method which allows detection of tissue structures and analysis of
the effects of various factors on tissue structure and various quality parameters.

Various deformities are commonly observed in aquacultured fish and may limit growth
and contribute to reduced survival. Spinal deformities do not appear until late during the
larval stages and therefore it is important to develop an accessible method for early
detection of these deformities. Cod and halibut larvae were analysed using image
analysis following double staining of bone and cartilage (Alazarin red and Alcian blue).
Various adjustments of the method were tested in order to get a clear view of the spinal
cord. The most successful results were obtained when staining was carried out over night
and the bleaching time extended in order to minimize staining of the flesh.

The results indicate that image analysis using staining is practical for detection of spinal
deformities of fish larvae. The most successful results were obtained using staining of
only the bone tissue as staining of the cartilage as well would predominate the
uppermost part of the spine.
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1. INNGANGUR

Mikilvaegt er ad studla ad hdmarks geedum vinnsluhraefna og matvoru og pvi naudsynlegt ad
haegt sé ad syna med audveldum haetti fram a gaedi vorunnar. Rannsdknir syna ad mikill
munur getur verid a gaedum matvara eftir mismunandi medhondlun auk pess sem uppruni
matveaela getur haft ahrif 4 geedin. Sem daemi um petta ma nefna porsk ur eldi samanborid
vid villtan porsk en par syna rannsoknir ad umtalsverdur munur er 3 uppbyggingu og
eiginleikum fiskvodvans.

Gx0i matvela eru rannsdkud med ymsum haetti og ma sem daemi nefna skynmat,
efnasamsetningu, fitusyrugreiningar a lifur og vatnsheldni i holdi. Einnig ma med litun
vodvans og myndgreiningu syna fram a rodun vodvafruma, fitus6fnun 4 afmorkudum
svaedum og ymsar paer frumugerdir og efni sem ahugavert er ad stadsetja i vodvanum.
Myndgreining er jafnframt dhugaverdur kostur til pess ad greina asteedur fyrir peim mun
sem efnarannsdknir syna ad geta verid & geedum vinnsluhraefna og jafnframt til ad skoda
nanar ahrif. innsprautunar og annarrar medhondlunar 4 matvaelum. Myndgreining a
matveelum og hrdefni ymiskonar gefur upplysingar sem eru afar adgengilegar fyrir
almenning (myndraenar) og er pessi adferd pvi akjosanleg leid til pess ad syna uppbyggingu
vefja og ahrif eldisadferda, vinnslu, geymslueiginleika og ymissa annarra patta a
samsetningu og eiginleika afurda. Aukin pekking & notagildi myndgreiningar vid mat &
gedum matveela studlar ad auknum notkunarmoguleikum og gera ma rad fyrir ad
myndgreining verdi i framtidinni fastur lidur i geedamati afurda/matveela i rannséknum sem
beinast ad geedum og vinnslueiginleikum matveela.

Hausfetta er eitt af peim vandamalum sem fylgja proskun porskseida og er almennt alitid ad
bessir gallar hamli edlilegum vexti seidanna, auki jafnvel afran og studli almennt ad auknum
afféllum i eldinu. Hausfetta kemur ekki i ljos fyrr en seint i eldisferlinu en med
myndgreiningu gefst moguleiki & greiningu mun fyrr eda @ midju lirfustigi eldisins. Lirfurnar
eru fédradar 4 lifandi fodurdyrum fyrstu 6-7 vikurnar og er kostnadur vid fyrstu stig lirfueldis
bvi mikill. Ef nyta ma myndgreiningu til pess ad greina hatt hlutfall hausfettu i einstaka
lirfuhdpum a fyrri stigum (20-30 daga gamlar lirfur) maetti minnka fédurkostnad og annan
eldiskostnad til vidbdtar vid vinnutima sem varid er til uménnunar lirfa og seida sem betur
faeri 4 ad farga um leid og nema ma gallana.

Rannsdknir syna ad ymsir paettir hafa ahrif & proska lirfa og ber par helst ad nefna
umhverfisadsteedur og gaedi fédurs a fyrstu stigum lirfueldis. Ef lirfur eru eingdngu fodradar
a hjoldyrum hefur reynst litid um beinagrindargalla en pa verdur i auknum maeli vart annarra
galla svo sem kjaftskekkju og uggagalla, en almennt er talid ad 10-20% seida sé hent vegna
einhverskonar galla (Steinarsson, 2008). Sé saltvatnsraekja (artemia) gefin med hjoldyrunum
hefur gallaprdosentan verid laegri eda um 5% en aftur & méti er pd meira um
beinagrindargalla (Steinarsson, 2008).

Rannsoéknir hafa verid gerdar a dhrifum vitamina, steinefna og fédursamsetningar a galla i
beinabyggingu ymissa fisktegunda svo sem [Gdu (Lewis et al., 2004; Lewis & Lall 2006),
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gullflekk (sea bream) (Fernandez et al., 2008) og solfluru (senegal sole) (Gavaia et al., 2002).
Ahrif genabreytinga m.t.t. likamspyngdar, galla @ beinabyggingu og kynproska i porski hafa
einnig verid rannsokud (Kolstad et al.,, 2006). Helstu litunaradferdir til rannsdkna &
beinabyggingum fiska er tvofold litun med Alazarin red og Alcian blue. Alazarin red litar bein
en alcain blue litar brjésk og par af leidandi er haegt ad skoda baedi beinabyggingu og brjosk
med pessari adferd. Einnig er haegt ad nota rontgenmyndir (x-ray) til ad meta beinagalla i
fiski (Fjelldal et al., 2007) en su adferd er baedi kostnadarsom og krefst mikils taekjabunadar.

Verkefnid i heild sinni er styrkt af Matvaelasetri Haskdlans & Akureyri og er framkvaemt a
arunum 2008-2009 i samstarfi Matis ohf., Haskdlans & Akureyri, Hafrannséknastofnunar
(borskseidaeldi & Stad vid Grindavik) og Fjallalambs hf. [ upphafi var gert rad fyrir ad unnin
yrdu syni ur verkefni par sem rannsokud vaeru ahrif mismunandi fédurs 4 geedi og eiginleika
borskholds. Vid endurskodun asetlunar var tekin akvérdun um ad nyta fjdrmagnid til pess ad
syna fram & notagildi adferdarinnar vid gaedamat matveela i sem vidtaekustu samhengi.
Verkefnid styrkir jafnframt rannsdéknastarfsemi a svidi matveela @ Akureyri i samstarfi Matis,
MHA og HA. Var pvi tekin akvordun um ad skipta verkefninu i tvo afmarkada verkpaetti:

e Notkun myndgreiningar til ad meta hryggsulugalla strax a lirfustigi porskeldis.
Unnid af sérfreedingum Matis/HA i samstarfi vid Hafrannsdknastofnun. Verkefni
unnid af nemanda sem lauk rannséknatengdu meistaranami @ audlindasvidi HA &
haustdonn 2008 (Rut Hermannsdattir), i samstarfi vid sérfreedinga Matis ohf.

e Notkun myndgreiningar til a0 meta ahrif mismunandi fé8runar 4 védvavoxt og

ge0i lambakjots vid slatrun ad hausti.
Unnid af sérfreedingum Matis/HA i samstarfi vid fyrirtaeki (Fjallalamb hf.) og
framleidendur (Félagsbuid Sandfellshaga). Verkefni unnid af nemanda i
rannséknatengdu BSc nami 4 audlindasvidi vid HA og eru daetlud namslok vorid
2009 (Eyrun Harpa Hlynsdottir).

bessi skyrsla fjallar um fyrri hluta verkefnisins sem framkvaemdur var & arinu 2008. bréud var
adferd til myndgreiningar a 1Gdu- og porsklirfum i frumfddrun, i pvi markmidi ad meta
stodgrindargalla (bein og brjosk).

2. FRAMKVAMD

porsklirfur voru fengnar fra seidaeldisstod Hafrannséknastofnunar @ Stad vid Grindavik og
[Ubuseidi fra seidaeldisstod Fiskeyjar hf. & Hjalteyri.

Vid litun & lirfum var notud tvofold litun med Alazarin red og Alcian blue. Litunaradferd su
sem studst var vid er lyst af M.B. Walker og C.B. Kimmel (2007) i adlagadri utgafu Bjarna K.
Kristjdnssonar og Cammille Leblanc, sérfreedinga vid Hoélaskdla. Adferdin hafdi med gédum
arangri verid notud par til ad lita bleikju svo og hrogn og lirfur zebrafisks (sja adferd i vidauka
[). Naudsynlegt reyndist ad adlaga litunaradferdina ad nyjum efnivid til ad fa sem bestar
nidurstodur vid litun porsk- og ludulirfa.



2.1. Framkvamd litunar

Vid préoun adferdar var profad ad lita baedi heilar lirfur svo og sneidar af lirfum sem skornar
hofdu verid med frystiskurdi (langskurdur) og sidan komid fyrir & synaglerjum. Samkvaemt
adferdalysingu er vid synatdkur mikilveegt ad koma lirfum samstundis fyrir i formaldehyde
eda paraformaldehyde lausn til vardveislu beina og brjdsks en hér var einnig préfad ad lita
lirfur sem hofdu verid vardveittar i limi (tissue tech) fra synatoku.

Litun lirfa var framkvaemd i 2.5 ml eppendorfglésum. Fyrir litun eru lirfurnar fixeradar i 4%
paraformaldehyde-lausn i phosphate buffered saline (PBS) i 2 kist. og pvi naest eru synin
afvétnud i 50% etandl-lausn undir vaegum hristingi vid herbergishita i 10 min. Etandlid er pvi
naest fjarleegt og 1 ml af syru-lausri tvéfaldri litunarlausn (blanda Alazarin red og Alcian blue)
baett i glasid og sett i vaega hristingu vid herbergishita ad lagmarki 4 kist eda yfir nott.
Litalausninni er pvi naest hellt af synum sem eru sidan skolud med 1 ml af vatni og
umsnuningi og vatninu pvi naest hellt af. Sidan er 1 ml af aflitunarlausn (bleaching lausn)
bzett i og 1atid standa vid herbergishita i 20 min. Aflitunarlausnin er pvi naest fjarleegd og 1
ml af lausn med 20% glyserdli og 0.25% KOH beett i glasid sem sett er i vaega hristingu vid
herbergishita i 30 min. Lausninni er hellt af og 1 ml af 50% glyserodli og 0.25% KOH baett i og
glasid sett i vaega hristingu vid herbergishita yfir nott. Skoda parf synin i vidsja a pessu stigi til
pbess ad kanna hvort aflitun er fullnaegjandi en lirfurnar ad lokum geymdar i lausn af 50%
glyserdli og 0.1% KOH vid 4°C par til liturinn hefur hreinsast vel Ur holdinu og bein og brjosk
eru ordin greinileg. Lirfurnar eru ad lokum myndadur med digital myndavél sem er tengd vid
vidsja.

Atridi sem huga parf ad vid framkvaemd litunar:

- Mikilveegt er ad nota vaega blondun/hristingu & voggu par sem vid a til ad fa sem jafnasta
litun & lirffum.

- Best er ad koma lirfum fyrir i litlu ilati s.s. eppendorf vid litun til ad lagmarka notkun &
litalausn.

- Best er a0 lata spordinn liggja i botninum a eppendorf glasinu og hausinn upp til ad tryggja
einsleita litun.

- Beita parf mjuklegum handtokum til ad medhdéndla lirfurnar sem eru mjog vidkveemar.

2.2. Undirbuningur lausna

Syru-lausn: tvéfold litunar lausn:
Lausn A: 5 ml 0.4% Alcian blue 8GX (Fluka 05500) i 70% etandli (*)

70 ml 95% etandl

60 mM MgCl, = 0.57126 g af MgCl, beaett Ut i

Fyllt med dH,0 upp i 100ml.
(*) Til ad utbua 0.4% Alcian blue i 70% etandli: Alcian blue dufti er baett i litid rammal af 50%
etandli, sett i vaegan hristing vid 37°C og blandad annad slagid med umsnuningi til ad leysa
upp. Blanda parf litid af lausninni pvi pad parf einungis 5 ml i 100 ml af lausn A. Baeta vid
95% etanoli og vatni par til loka styrk er nad.




Lausn B: 0.5% Alizarin red S (Fluka 05600) duft leyst upp i vatni.

Lausn A og B geymist vid herbergishita i nokkra madnudi, jafnvel allt ad dr.

Syru-lausn (tvofold litunar lausn) inniheldur 10ul af lausn B og 1 ml of lausn A sem er
blandad rétt adur en litad er.

Bleaching lausn:

Blanda jafn miklu magni af 3% H,0, og 2% KOH til ad gefa loka styrk 1.5% H,0, og 1% KOH.

2.3. Adlogun adferdar

Ymsar breytingar voru préfadar til pess ad adlaga litunaradferd ad mismunandi efnivid sem
var heilar lirfur og sneidar a gleri.

Breytingar d adferd par sem heilar lirfur eru litadar:

Lirfa vardveitt i limi og geymd vid -80°C. Lim skolad af med vatni, fixad yfir nott, litad i
4:30 kist. Onnur skref samkvamt adferd.

Lirfa vardveitt i limi og geymd vid -80°C. Lim skolad af med vatni, fixerad i 2 kist, litad
yfir nétt, bleaching 30 min. Onnur skref samkvaemt adferd.

Lirfur vardveittar i 36.5% formaldehyde til geymslu og fixeringu, annars farid eftir
adferd.

Lirfur vardveittar i 36.5% formaldehyde i 3 sélahringa, sidan komid fyrir i 10%
formaldehyde (pynnt i dH,0) i 2 kst og loks litad i 2 klst. Onnur skref eftir adferd.
Lirfur vardveittar i 36.5% formaldehyde i 3 sélahringa, sett i 10% formaldehyde
(bynnt i dH,0) i 2 klst, litad i 2.5 kist, bleaching 1 kist. Onnur skref samkvaemt adferd.
Lirfur vardveittar i 36.5% formaldehyde i 3 sdlahringa, sett i 10% formaldehyde
(pynnt i dH,0) i 2 kist, litad i 3 kist, blondud var ny bleashing lausn.

Lirfur vardveittar i 36.5% formaldehyde i 3 sélahringa, sett i 10% formaldehyde
(bynnt i dH,0) i 2 kist, litad i 3 kist, blondud var ny og sterkari bleashing lausn.

Lirfur vardveittar i 36.5% formaldehyde i 3 s6lahringa, sett i 10% formaldehyde
(bynnt i dH,0) i 2 kist. Eingdngu litad med Alazarin red, litunartimi 1 klst, bleaching
30 min en ad 60ru leiti farid eftir adferd.

Lirfur vardveittar i 36.5% formaldehyde i 3 sélahringa, sett i 10% formaldehyde
(pynnt i dH,0) i 2 klst. Eingdngu litad med Alcain blue, litad i 4 klst, en ad 6dru leiti
farid eftir adferd.

Breytingar @ adferd par sem sneidar af lirfum eru litadar:

Fixad yfir nott i 4% paraformaldehyde i PBS. Afvotnun 5 min, litun 4 klist, bleaching 10
min, dropi af 50% glycerol + 0.1 KOH settur a gler og dekkgler sett yfir.



3. NIDURSTODUR OG UMRADUR

Litun & lirfum med peirri adferd sem hér var profud gekk mjog vel og haegt var ad greina
baedi bein og brjosk i litlum lirfum i vidsja. Hinsvegar reyndist naudsynlegt ad profa
mismunandi uatgafur af adferdinni i tilraun til pess ad fa sem skyrasta mynd af utliti
hryggsulu.

Svo virdist sem medhondlun lirfa fyrir litun hefdi ekki mikil ahrif @ dtkomuna p.e. hvort lirfur
vaeru vardveittar i limi eda settar beint i formalin. | 8llum Gtgafum af adferdinni gekk
erfidlega ad na Alazarin red litnum dr holdi lirfanna og pvi vard hryggsulan ekki naegilega
skyr. Préfadur var mismunandi litunartimi og virtist sem geyma pyrfti lirfur i nokkud langan
tima eftir litun pangad til best veeri ad skoda paer. Sem daemi pa var litur farinn dar holdinu og
hryggsula porsklirfa ordinn mjog skyr og greinileg pegar litad var yfir nétt og lirfur sidan
geymdar i 50% glyseroli + 0.1% KOH vid 4°C i 10-15 daga fyrir skodun. Aftur 8 méti er
naudsynlegt ad lita yfir nétt til pess ad liturinn nai inn i beinin en pegar litunartiminn var
styttur hja lddulirfunum virtist liturinn ekki nd inn i hrygginn og enginn litur situr eftir i
beinunum pétt hann fari ur holdinu.

Greinilegt er ad adlaga parf upprunalegu adferdina pegar heilar lirfur eru litadar. Best er ad
halda litunartimanum yfir nétt, pvi annars naer liturinn ekki inn ad hrygg, en aftur 4 moti parf
ad lengja bleaching timann i 30-40 min (had stzerd lirfanna) auk pess sem lengja parf clearing
timann i allt ad sélarhring en ekki bara yfir ndtt. Eftir geymslu i 3-4 daga i keaeli reyndist vera
haegt ad skoda lirfurnar og meta beinagalla og hausfettu lirfa par sem liturinn haféi pa
minnkad i holdinu.

Brjosklitunin sem er framkvaemd med Alcain blue kom mjég vel ut og er skyr og greinileg.
Engin vandamal tengjast pvi pessari litun. Til pess ad greina hausfettu virdist pvi best ad lita
eingdngu med Alazarin red, pvi brjéskid i uggum og andliti skyggja 4 beinin og heftir syn efst
a hryggsuluna (sja mynd 1).



Mynd 1. Lirfur (21-42 dph) litadar med tvéfaldri litunarlausn, Alizarin red og Alcain blue. Bein litast raud og
brjosk litast blatt. Lirfurnar voru vardveittar i limi (TissueTek medium).

Nidurstodur benda pvi til ad hsegt sé ad nota myndgreiningaradferd til pess ad greina
byggingargalla (hausfettu) i smaum lirfum porsks og lG6u mun fyrr en gert er med
hefdbundnum adferdum. Best pykir ad nota eingdngu beinalitun med Alizarin red til ad
greina hausfettu pvi pa skyggir brjésk i uggum og hofdi ekki a efsta hluta hryggsulunnar.
Myndgreining med pessari adferd tekur hins vegar allt frd 3 dégum upp i 7 daga sem pykir
vera nokkud langur timi pegar meta 4 hvort henda eigi ur heilum kerjum til ad spara i
eldiskostnadi. Hins vegar er petta mjog g60 adferd til pess ad leggja mat 4 gaedi lirfa.
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7. VIDAUKI |

Acid-free double stain solution — Fra Hélum! (adapted from Walker & Kimmel, 2006)

Fixation:
Embryo or larvae were fixed in 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline
during 2 hours.
Then, they were washed and dehydrated with 50% ethanol with rocking at room
temperature for 10 minutes.

Staining:
Remove the 50% ethanol solution and add 1 ml of acid-free double stain solution and
rocked at room temperature at least 4 hours or overnight.

Bleaching:
Remove the stain solution and add 1ml of water mixed by inversion and remove.

Add 1 ml of the bleached solution and wait for 20 minutes at room temperature.

Clearing:
Add 1 ml of a solution of 20% glycerol + 0,25% KOH, rock at room temperature for

30 minutes.

Replaced this solution by 1 ml of 50% glycerol + 0,25% KOH and rock at room
temperature for overnight.

Check the staining under microscope.

Storage:
In a solution of 50% glycerol + 0,1% KOH at 4°C.

Photograph the fish with a dissecting microscope with a digital camera attached.



Preparation of solution:
Acid- free double stain solution:
Part A: 5 ml 0,4% Alcian blue in 70% ethanol (*)
70 ml 95% ethanol
60 mM MgCl, = 0,57126 g of MgCl,
Fill with distilled water to reach 100ml.

(*) to prepare the 0,4% Alcian blue in 70% ethanol solution: add the powder to a smaller
volume of 50% ethanol, incubated at 37°C and occasionally mixed to dissolve. Prepare a
small amount of such solution as we only need 5 mL for 100ml solution A. Add 95% ethanol
and water to obtain final concentration.

Part B: 0,5% Alizarin red S powder dissovled in water.
Acid- free double stain solution containing 10l of part B and 1 ml of part A was mixed just
prior staining.
Part A and B can be stored at room temperature for several months up to a year.

Bleaching solution:
Mixed an equal volume of 3% H,0, and 2% KOH to give final concentration 1,5%
H,0, and 1% KOH.

Recommendations:

- Respect the rocking during the coloration

- Use eppendorf tube for each fish you want to stain (Arctic charr embryo and juveniles).
- place the fish tail down head up in the eppendorf to ensure a homogeneous satining.

- use soft forceps to manipulate delicately the fish
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