BioPol ehf.
Sjavarliftaeknisetur

Marine Biotechnology Station
545 Skagastrond

Iceland

http://biopol.is

#2Bio

Framleidsla a fjolomettudum omega-3 fitusyrum
og lifvirkum efnum med frumverum
(Thraustochytriaceae).

Sigurdur Baldursson; BioPol ehf og Haskdlinn a Akureyri
Hjorleifur Einarsson, Haskélinn & Akureyri

Kristinn P. Magnusson, Natturufraedistofnun islands
Arnheidur Eypoérsdéttir, Haskélinn & Akureyri

Einfrumungarannsdéknir
Skyrsla BioPol 01-11

Lokaskyrsla til AVS 2011 Oktdber 2011

Tilvisunarnimer AVS: R 047-10


http://biopol.is/

Skyrsluagrip
Report Summary

4<BioPol

Titill / Title

Framleidsla a fjolomettudum omega-3 fitusyrum og lifvirkum
efnum med frumverum (Thraustochytriaceae)

Hofundar / Authors

Sigurdur Baldursson, BioPol ehf og Haskélinn & Akureyri (HA)
Hjorleifur Einarsson, Haskdlinn & Akureyri.

Kristinn P. Magnusson, Natturufraedistofnun islands og HA
Arnheidur Eypdrsdottir, Haskdlinn @ Akureyri.

Skyrsla / Report nr.

Utgafudagur / Date 22.névember 2011

Styrktaradlilar/Funding

AVS

Agrip & islensku:

Markmid pessa verkefnis var ad einangra og raekta frumverur af
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protista of the Thraustochytriaceae family. Sea-samples were
collected and pure cultures of 39 strains of Thraustochytrids were
isolated. The microalgae were cultivated at 25°C for 4 to 7 days.
The strains used glucose and glycerol as carbon sources. Total lipid
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1 Inngangur

Fram & midja 20. 6ldina var litid a hafid sem dprjotandi fordabur matar fyrir mannkynid allt.
Annad kom pd & daginn og nu er ljést ad fiskistofnar heimshafanna eru flestir ef ekki allir
fullnyttir og margir hverjir ad kikna undan veidialagi. Til ad bregdast vid pessari proun hefur
verid 10gd ahersla @ ad baeta nytingu, yta undir vorupréun og meiri dhersla hefur verid 16gd a
frekari vinnslu aukaafurda. A sama tima hefur matt sja mikla aukningu & frambodi afurda ur a
fiskeldi. NU er svo komid ad um helmingur alls fisks og skelfisks sem neytt er i heiminum
kemur beint ur fiskeldi en pad hefur einnig sina fylgikvilla. A sidustu 10 drum hefur hlutfallid af
heimsframleidslu 3 lysi og fiskimjoli sem fer til fiskeldis tvofaldast og fara ni 68% af fiskimjoli
og 88% af fiskioliu til framleidslu & fiskifédri (Naylor o.fl 2009), bPetta maetir vaxandi gagnryni
og til ad framleidsla i fiskeldi geti aukist parf ad finna adra og vidunandi endurnyjanlega
uppsprettu af fiskioliu. Ekki er haegt ad byggja aukninguna a oliu Ur landplontum par sem i pa
oliu vantar fjoldmettudu fitusyrurnar DHA (Docosahexaenoic acid C22-6n3) og EPA
(Eicosahexaenoic acid C22-5n3).

po6 fiskistofnar heimshafanna séu fullnyttir er ekki par med sagt ad allir nytingarmoguleikar
sjavar hafi verid ad fullu reyndir. A sidustu 30-40 drum hefur mikid af nyjum efnum verid
einangrad ur sjavarlifverum og morg peirra reynst vera lifvirk og pvi med mikla
nytingarmoguleika i matvaela-, fédur- og lyfjaidnadi. Einnig hefur feerst i voxt ad menn raekti
ymsar smeerri lifverur Ur sjo, s.s porunga, bakteriur og frumverur og nyti paer beint til
framleidslu & dkvednum efnum og afurdum, t.d préteinum og fitu (Ratledge 2004). [ pvi
sambandi ma nefna framleidslu 8 omega-3 sjavarolium (i stad lysis) med frumverum af attinni
Thraustochytriaceae (Barclay o.fl. 2005), sem er 6rt vaxandi i6nadur. Med pessu er verid ad
stiga skref nidur i feedukedjunni og framleida naeringarefni a sjalfbaeran hatt. Einnig hefur pad
synt sig ad margar tegundir pessara frumvera hafa mjog jakveed ahrif & voxt og vidgang
sjavarlirfa og getur pvi reektun peirra til fd6urs gagnast t.d porsk- og ludueldi. Fleiri efni eru
einnig framleidd med hjalp slikra einfrumunga og ma par nefna ensim, squalen og litarefni.
Takmorkud pekking er & pessum lifverum 4 Islandi en Haskélinn & Akureyri hefur i samstarfi
vid BioPol ehf verid ad byggja upp bekkingu og feerni a pessu svidi.

1.1 Reaektun og nyting 6frumbjarga einfrumunga (frumvera)?.

Ofrumbjarga lifverur eins og frumverur (e. protista) nyta lifreena kolefnisgjafa eins og
glukosa, glycerdl, acetat eda sykrur eins og sterkju til orkuéflunar i stad pess ad fanga
ljdsorku og ma pvi raekta pa i myrki i reektunartonkum. Nokkrir porungar hafa pennan

! Nafngiftir og flokkunarfraedi pessara lifvera (Thraustochytriaceae) er nokkud & reiki og hafa tekid breytingum &
undanférnum arum. baer hafa adur verid taldar med sveppum en einnig smapdrungum. Hér er notad hugtakid
Lfrumvera‘“ sem er nokkud hlutlaust i pessu samhengi. Héfundar hafa einnig notad ,,Traustar* sem er mun pjalla
en latneska nafnid.



eiginleika og geta skipt fra ljostillifun yfir i 6frumbjarga voxt og nokkrir hafa misst
eiginleikann til ad ljostillifa og vaxa einungis med 6frumbjarga haetti eins og frumverur i hopi
Thraustochytrids (Gould, Waller, McFadden 2008, Archibald 2009, Perez-Garcia o.fl. 2011).

Lifverur af aettinni Thraustochytriacaea eru 6frumbjarga (,,straminipilan protists”) og lifa
einungis i sj6 (Raghukumar 2002 og 2008). Azetladur lifmassi peirra er 0,0026 mg C/L sjé
(Kimura, Fukuba, Naganuma 1999) svipadur og bakteria og er 4litid ad peir hafi miklu
hlutverki ad gegna vid nidurbrot lifreenna leifa i hafinu (Raghukumar 2002). Hatt magn
Omega-3 fitusyra i pessum einfrumungum gefur til kynna ad peir gegni mikilvaegu hlutverki i
faedukedju hafsins (Raghukumar 2002, Nagano o.fl. 2011) .

Thraustochytrids hafa verid reektadir i Bandarikjunum sidan 1987 vegna mikils fituinnihalds
og eftirséknarverdrar fitusyrusamsetningar. Stofn af eettkvislinni Schizochytrium hefur
einkum verid notadur og hafa pé nokkur einkaleyfi verid skrad til ad vernda pessa
framleidslu og notkun lifverunnar (Barclay 1992, 2006, 1991, 1994 a) og b), 1999 og 2002;
Patell og Rajashri 2007 , Tanaka o.fl. 1998, Yokochi o.fl. 2003 og 1996 , Piechocki og Torrance
2007 ). Sum pessara einkaleyfa eru runnin Ut en 6nnur renna Ut i juli og oktober 2012.
Framleidslan hefur verid i umsjén Martek (http://www.martek.com/) i Bandarikjunum fra
arinu 2002 eftir ad pad keypti fyrirteekid OmegaTech. Martek hefur einnig notad

smaporunginn Crypthecodininum cohnii fra arinu 1990 til ad framleida fjolomettadar
fitusyrur til manneldis samanber einkaleyfi par um fra arinu 1991 (Kyle, Reeb, Sicotte 1991 ).

Framleidsla 4 sjavarolium hefur einnig verid hja fyrirtaekinu Lonza i byskalandi sem keypti
framleidslurétt 3 DHA med Thraustochytrids frumverum af fyrirtaekinu Nutrinova i byskalandi
arié 2006 (Patton 2005). bar er notud attkvislin Ulkenia sem tilheyrir einnig
Thraustochytrids.

Vid reektun frumveranna myndast lifmassi sem inniheldur eftir purrkun um 10 til 18 % DHA
og EPA. Slikan lifmassa md nota beint sem fodur fyrir artemiur og hjoéldyr, (Garcia, Parrish,
Brown 2008,Barclay og Zeller 1996) sem aftur eru notud sem fédur fyrir fisklirfur og seidi. Vid
eldi sjavarfiska er mikilveegt ad hafa rétt hlutfoll af DHA og EPA i f6dri. Einnig ma nota
lifmassann sem iblondun i fiskifédur steerri eldisfiska i stad fiskimjols eda fiskioliu. Sumar
tegundirnar mynda einnig kardtendida sem maetti nyta.

Draga ma fituna ut ur lifmassanum og fa hreina oliu an fiskilyktar og peirra snefilefna og
pbungmalma sem olia ur veiddum fiski inniheldur. Olian sem pa faest getur innihaldid allt ad
40% DHA og hana ma markadssetja sem feedubodtaefni t.d. i barnamat eins og MARTEK i USA
gerir.

Eins og fyrr sagdi hefur markadur fyrir fituafurdir Ur Thraustochytrids (t.d. DHA og EPA) vaxid
i tengslum vid fédur en & sidari arum hafa myndast nyir markadir vegna aukinnar pekkingar a


http://www.martek.com/

eiginleikum oliunnar. Minni haetta er 4 ad adskota- eda aukefni séu til stadar eins og i lysi
sem unnid er Ur sjavarfangi. betta helgast m.a. af st6dludum framleidsluadstaeedum og vel
skilgreindum hraefnum. NU er svo komid ad nzer allar EPA og DHA fitusyrur sem baett er i
barnamat i USA koma Ur Thraustochytrids. Pa eru pessar oliur settar i fodur til fiskeldis og til
ad til ad audga fodur kjuklinga og svina.

Verdmaeti markadarins ma sja @ kauptilbodi i framleidslueiningu Marteks 8 DHA og EPA, en
fyrirtaekid Royal DSM i Hollandi hefur bodid 1,1 milljard dollara i pessa einingu. Allt bendir
bvi til ad eftirspurn eftir DHA og EPA fari vaxandi.

Ad minnsta kosti prjar taekniyfirfaerslur (technology transfer) fra rannséknarstofu yfir i
framleidslufyrirtaeki & Thraustochytrids fituframleidslu hafa att sér stad sidastlidin 5 ar. Auk
bess hafa 2-3 adrir adilar hafid framleidslu og s6lu & Thraustochytrids oliu i smaum skala.
Varan er ba jafnan markadssett & internetinu (Anon 2011, vefheimild). Arid 2007 vard
teekniyfirfeersla fra rannsdknastofnunum innan CSIR? 4 Indlandi til fyrirtaekisins Avestha
Gengraine Technology vardandi fitusyruframleidslu med Thraustochytrium stofninum SC-1.
Greiddar voru um 37 milljénir islenskra kréna fyrir stofninn og framleidsluleyfid ((Anon
a.d.,vefheimild). Arid 2009 vard taekniyfirfeersla fra liftaeknistofnun NCKU? 4 Taiwan til
fyrirtaekisins Vedan International @ Aurantiochytrium stofninum BL-10 (Anon 2009a). Greitt
var fyrir teeknipekkinguna med 25 milljénum NTD* arid 2009 (Chen, Lu, Chen 2009,
vefheimild).

Fyrirtaekid Ocean Nutrition Canada birti visindagrein arid 2006 um Thraustochytrid stofninn
ONC-T18 (Burja o.fl. 2006) og hefur sidan sétt um einkaleyfi @ ensimum ur stofninum (Burja
o.fl. 2007 ,Burja, Girouard, Radianingtyas 2009 ). Kanadiska rikisstjérnin hefur sett af stad
verkefni um endurnyjanlega orkugjafa, par a medal er verkefni um nytingu Thraustochytrium
stofnsins ONC-T18B (Demonstration of ONC T 18 B for Biofuel) til framleidslu a lifdiselsel
(Anon 2010; Hamilton 2010 vefheimildir) . Grein um petta birtist i NY Times pann 29.
september 2010 (Brenhouse 2010, vefheimild).

Jardoliufyrirtaekid BP og Martek hafa gert med sér samning um ad prda Thraustochytrids til
framleidslu & fitu til umbreytingar i diseloliu. BP leggur i upphafi til $ 10.000.000 samkvaemt
samningi frd dgust 2009 (Anon 2009b vefheimild). betta atak kallast "Sugar to Disel” (Apt
2010 vefheimild).

Hér & landi hafa Thraustochytrid einfrumungar ekki verid notadir til framleidslu & sjavaroliu
og veeri slikt verkefni deemi um nyjung og nyskopun. Fa fyrirteeki i heiminum hafa hingad til
notad Thraustochytrids til framleidslu a sjavaroliu en nd eru morg framleidslueinkaleyfi ad
renna ut. bvi er liklegt ad adrir reyni ad nyta sér pessa stodu til ad til ad koma vérum, sem

2 Council of Scientifical & Industrial research, Indlandi
® National Cheng Kung University, Taiwan
* New Taiwan Dollar. 1 NTD um 0,03 USD (oktber 2011)
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eru unnar Ur Thraustochytrids, & markad. Pad eru fyrst og fremst vorur sem byggja @ l6ngu
fjioldmettudu fitusyrurunum DHA, EPA og ARA (Arachidonic acid, C20-4n-6) .

1.2 Framleidslugeta Thraustochytrids.

Framleidslugeta Thraustochytrid frumveranna eru gerd skil i kafla 3 i bokinni “Single Cell Oil”
og er Tafla 1. fengin padan (Barclay o.fl. 2005). [ téflunni kemur fram ad med préun i
raektunartaekni og kynbétum 4 lifverunum hefur verid unnt ad tifalda framleidni 4 DHA . |
einkaleyfinu fra 1992 fékkst 0,05 g/L/klIst en par var notast vid 14 litra reektunartank.
Framleidnin hefur si@an aukist i 0,45-0,55 g/L/klst og er komin i stérskala framleidslu i 10

busund litra tanki. Lokanidurstada er pvi 40-50 g af DHA per liter af reektunaraeti.

Thraustochytrid stofnar hafa mismunandi framleidslugetu og eru kenningar uppi um ad peir

sem koma fra heittemprudum hafsveedum framleidi meiri lifmassa en laegra hlutfall DHA

fitusyru en stofnar einangradir fra kaldtempruéum sveedum (Rosa, Galvagno, Velez 2011,

Bowles o.fl. 1999).

Hér ber ad lita 4 ad haegt er auka framleidslugetu stofna med kynbétum eda adferdum
idnadarorverufraedi (Lian o.fl. 2010). Einnig hefur raektunarhitastig ahrif & hlutfall DHA i
fitusamsetningu, en pad er harra i stofnum sem eru raektadir vid 15°C heldur en 25-30°C

(Taoka o.fl. 2009).

Tafla 1. Framleidslugeta Thraustochytrid stofna (Barclay o.fl. 2005)

DHAin |DHAIin Productivit
Major Scale-Up DHA DHA Lipid oil Cells y
Process Changes Cell (g/L) | Titer (g/L) | (% FAME) | (% FAME) | (% dry wt) (g/L/h)
Initial lab scale, U.S. Patent
5,130,242 (1992). 21 2 39 26 10 0,05
Scale-up, 10,000 L scale 40 4 35-40 25-28 8-12 0,07
Low chloride + ammonium
sulfate as nitrogen source | 65-70 8 35-40 32 10-13 0,1
170-
Fed batch + low DO 210 40-50 | 50-73 | 35-45 22-25 | 0,45-0,55

1.3 Markmio

Markmid verkefnisins var ad raekta upp og einangra frumverur af aettinni

Thraustochytriaceae og leita fyrst og fremst stofna med hatt hlutfall hinna eftirséttu d6mega-

3 fitusyra DHA og EPA, en skima einnig fyrir litarefnum (karotenoidum).




2 Efni og adferdir

2.1 Undirbuningur.

Verkefnid var undirbdid & drinu 2009 ad hluta til med upplysingadflun, synatoku og
tilraunum med einangrun a stofnum. Meginhluti verkefnisins var unninn arid 2010.

2.2 Synataka.

Sjésyni og syni Ur fjorum voru sétt i 1 L plastbrisa eda % L daudhreinsadar glerfloskur. Syni
sem tekin voru ur fjoru samanstédu af ymsum gerdum pangs og para dsamt sandi, sjo og
grjéti. Synum var safnad fra juni 2009 til juni 2010 (sja vidauka 2). Alls voru syni tekin 4 24
stodum.
Syni til einangrunar a Thraustochytrids voru medhondlud i adalatriGum & fernan hatt:

1) pang og steinar voru skolud med daudhreinsudum 30 % sjo og skolid sett i

naeringaraeti

2) Sjoésyni sett i frjokornazeti a (30 % daudhreinsadur sjor med furufriékornum)

3) Sjoésyni sett i frjokornazeti b (100% daudhreinsadur sjér med furufrjokornum)

//////

2.3 Einangrun og hreinraktun Thraustochytrids stofna.

Til ad rekta upp Thraustochytrids stofna var ,,GPY“ agar notadur sem zeti. Samsetning
atisins var eftirfarandi: Yeast extract 1 g/L, peptone 1g/L, glukdsi 2g/L, agar 14 g/L leyst i
sjo (60%) og kranavatni (40%). Til ad hindra bakteriuvoxt i reektunum var penicillini og
streptémycini baett Ut i friokorna- og agaraetin med lokastyrk 0,3 g/L og 0,5 g/L i somu réd.
Fylgst var med vexti 4 agarskalum og i frjdkornaaetum i allt ad 15 daga. Kéldniur a
agarskalum voru skodadar i vidsja og frumur i smasja. Ef voxtur sast a furufrjokornum var 1-
2 lykkjum af raektinni strikad a adlagad GPY zeti og fylgst med vexti kdldnia. Liklegum
Thraustochytrids kélénium var strikad afram nokkrum sinnum a sama aeti til ad fa hreinraekt.

2.4 Stofnasafn, viohald og geymsla.

Hreinraektudum stofnum var vidhaldid med strikun & GPY agar, reektad vid 25°C og geymt vid
12°C. Til langtima geymslu (stofnasafn) voru stofnarnir frystir i GPY vokvaeeti baedi med 12 %
og 20% glycerdli vid -80°C. Einnig voru purrkadar frumur vardveittar vié -80°C.

2.5 Lifmassa-, fitusyru- og litarefnagreiningar.

Kolonium af agarskal var sad i 50mL Erlenmeyerfléskur med 10 mL reektunaraeti og reektad i
3-5 daga, sidan var sad yfir i 250mL Erlenmeyerfloskur med 50mL raektunaraeti og reektad i4
til 7 daga. Stofnarnir voru raektadir vid 25°C og 150 snuninga hristing @ minutu (rpm).
Voxtur var akvardadur med purrvigt fruma (,,dry cell weigt”), par sem 50mL raekt var
spunnin nidur vid 6000g, pvegin tvisvar med 30ml af daudhreinsudu vatni, purrkud og
afurdin vegin. burrkun var ymist gerd i purrkskdp vid u.p.b. 105°C i 16 klst eda undir
innraudum lampa i Mettler LJ16 Moisture Analyser.



Fitusyrugreining var framkvaemd a purrkudum frumum. Notud var AOCS Offical Method Ce
1b (1989) med minnihattar breytingum. Greiningarnar voru framkvaemdar hja Matis ohf,
Reykjavik (c/o Heida Palmadottir).

Heildarmagn kardtendida i frumum var akvardad af Sigpoéri Péturssyni vid Haskdlann &
Akureyri. Litarefnin voru dregin ut med acetoni Ur 50 mL raektum og maeld med
ljosgleypnimaelingu vid 474 nm. Sama syni var einnig sett 4 HPLC sulu til adgreiningar a
karétendidum.

2.6 Tegundagreining a Thraustochytrids med erféagreiningu.

Vid tegundagreiningu & frumverum ur hreinraektum var 18S rRNA genid radgreint og
“strikamerkt” med svokalladari DNA barcoding adferd.

S6kum has fituinnihalds gekk erfidlega ad einangra erfdaefni ur kjarna ur raektum af
Thraustochytrids. Bestu utkomu gafu einangrunarkit fyrir bakteriur (UltraClean Microbial
DNA Isolation Kit) og phenol chloroform utdrattur ad undangenginni medhondlun med
sundrunarbufferlausn (0,25M Tris-Cl, 0,AM EDTA, 2% w/v SDS og 0,1M NaCl, pH 8,2) skv.(Mo
and Rinkevich 2001) . DNA var einangrad med sidarnefndu adferdinni ur stofnum 10, 11, 12,
13, 14 0og 17, og ur stofnum 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 34, 36, 37, 38 og 39 med UltraClean
settinu.

Ur afurdunum var 185 rDNA genid magnad i PCR med 185S001F og 18513R visum sem mynda
ca. 1700 bp afurd (Honda o.fl. 1999) med eftirfarandi hitaferli: Upphafshitun 94°Ci 5 min. 30
hringir af: 94°C i 45 sek, 62°Ci 30 sek og 72°Ci90. Endad a 72°Ci 10 min. Notadur var Teg
polymerasi fra Matis (Reykjavik, island).

Tafla 2. Visar (,,primers”) notadir i PCR og radgreiningu.

18SO01F: 5'AACCTGGTTGATCCTGCCAGTA 3’
18S13R : 5'CCTTGTTACGACTTCACCTTCCTCT 3’

Stadfesting & PCR fékkst med pvi ad rafdraga afurdina @ 0,8% agardsageli med SYBR safe
litarefni vid 100V i 1 kist. DNA bond i gelinu sjast pa undir utfjélubldu ljési sbr. Mynd 9.

PCR afurdin (ur 5 stofnum) var hreinsud med QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen). Eftir
hreinsun var 7,5uL af afurdinni blandad vid 2,5uL af Rv visi (18513R) og synid pa tilbuid til
radgreiningar. Radgreining var framkvaemd 8 Rannsdknarstofu i sameindaerfdafraedi,
Borgum vid Nordursldd, Akureyri og hja Macrogen Inc. i Hollandi og voru radgreiningargogn
sidan borin saman vid gagnabanka NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) til tegundagreiningar.

2.7 Konnun a ahrifum mismunandi naeringarefna a voxt.

Til ad kanna ahrif mismunandi nzeringarefna a voxt nokkura Thraustochytrid stofna var
notud tilraunauppsetning kennd vid Plackett og Burman fra 1946 (PB).Tafla 3. synir deemi um
uppsetningu slikrar tilraunar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Stofnar voru raektadir i 250 mL Erlenmeyer-kolbum med 50 mL ati par sem vaxtarpattum var
breytt og lifmassaframleidsla maeld (sbr kafla 2.5). Hitastig vid raektun var 25°C og hristingur
150 rpm i 4-6 daga. Kolefnisgjafar voru glukosi eda glycerdl. Kéfnunarefnisgjafar voru Yeast
Extrakt, Peptone eda Tryptone, allt fra BD Difco, reekjuextrakt (SE), humarextrakt (LE) og
borskextrakt (CE) allt fra SERO ehf, Skagastrond. Raektunaraetid samanstdd af: 10% - 40%
siudum sjo; kolefnisgjafa, kofnunarefnisgjafa og KH,P0,4 0,2 g/L.

Tafla 3. De@mi um gildi vaxtarpatta i PB raektun.

Gildi vaxtarpétta, - = lagt gildi, + = hatt gildi, 0 = midgildi

Vaxtarpaettir - 0 +
Siadur sjor % -X1 10 25 40
Glakési g/L -X2 10 25 50
Ger extract g/L X3 3 5 8
Peptone g/L - X4 3 5 8
KH2PO4 g/L - X5 0,1 0,5 1
Upphafs pH - X6 6 7 8




3 Nidurstéour og umrada.

3.1 Einangrun

Thraustochytrid stofnar (39 alls) reektudust Ur synum frd synatékustodum 1 (Skagastrond), 9
(Hveravik vid Drangsnes) og 10 (Hverastrytur i Eyjafirdi). Stofn 1 raektadist ur syni fra vikinni
a Skagastrond, sem sett var beint a agar-skdl an forraektar med furufrjékornum. Stofnar ur
synum 9 og 10 raektudust eftir forraekt med furufrijokornum. Rosa, Galvagno og Velez (2011)
gerdu uttekt 4 einangrun Thraustochytrids Ur temprudum og kéldum sjésvaedum vid
Argentinu. Par kemur m.a. fram ad ekki tekst alltaf ad raekta Thraustochytrids 4 agar-skalum
b6 svo peir vaxi i forraekt & furufrjokornum. Einnig kemur fram ad i stad pess ad nota
furufrjokorn sem beitu er haegt ad nota daudhreinsada saltvatnsraekju og er par meelt med
ad nota einhverja beitu sem er til stadar & synatokustad. | framhaldsrannséknum vaeri
®skilegt ad gera slikt t.d. ad sia sjo og nota daudhreinsad svif sem beitu.

brjatiu og niu stofnar voru hreinraektadir en fjéra tokst ekki ad raekta afram (nr 20, 24, 25 og
27). Stofnar 1 og 7 eru fra synatokustad 1 (Skagastrond), stofnar 2 til 5, 8 og 9 eru fra
synatokustad 9 ( Hveravik vid Drangsnes) og stofnar 10 til 39 eru fra synatdkustad 10
(Hverastrytur i Eyjafirdi).

3.2 Purrvigt og fitusyruframleidsla

Talsverdur munur var 8 myndun lifmassa milli stofna (Mynd 1). bannig maeldist stofn 7 med
taeplega 3g/L og stofn 1 med taeplega 2g /L. bessir stofnar einangrudust naerri Skagastrond.
Adrir stofnar Ur Hanafléa myndudu milli 1 og 2 g /L en stofnar af hverastrytunum u.p.b 0,5
g/L. EKkki er ljost i hverju pessi munur er félginn en pad verdur rannsakad afram. Heildarfita i
burrmassa allra stofnanna var hins vegar mjég j6fn eda um 10% og var pad metid ut fra
,metylerudum* fitusyrum vid greiningu i gasgreini (Mynd 2) Maeling 4 fituhlutfalli mistokst a
stofnum 28 og 29.
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Mynd 1. burrvigt (g/L) i reektum einstakra stofna
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Mynd 2. Heildarfita stofna ( %)

Fitusyrusamsetning var maeld i 30 stofnum. Mynd 3 synir deemi um nidurstddur ur
fitusyrugreiningu med gasgreini. Vid greininguna var fitusyran C23:0 var notud sem stadall
(2 mg / syni) eins og myndin synir.
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Mynd 3 Dami um nidurstédur greiningar med i gasgreini

Vel tékst ad greina fitusyrurnar en pé voru dpekktar fitusyrur um 10-20% af magni fitunnar
eins og sést 4 Mynd 4. Betur tdkst ad greina fitusyrurnar ar stofnum ar Hianafléa en stofnum

af hverastrytunum.

Hlutfall (%)
88583

B Pekktar
B Opekktar

—
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<5
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Stofn

Mynd 4. Hlutfall pekktra og 6pekktra fitusyra i stofnum.
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Samtals greindust 16 mismunandi fitusyrur i stofnunum en mismargar eftir stofnum (Mynd
5). DHA greindist haest i stofni 30 eda 37,6% af heildarfitu. EPA greindist haest i stofni 6 eda
11,2%. ARA greindist haest i stofni 4 eda 19,7%. Stofn 36 greindist ekki med DHA en aftur a
moti 29,7% af 22C:5n3, adrir stofnar greinast med 22C:5n3 a bilinu 0 - 7,3%. Stofn 36 geeti
bvi verid gédur kandidat til framleidslu @ DPA (Docosapentaenoic acid C22-5n3) sem hefur
ymis liffraedileg ahrif 4 frumustarfsemi (Kanayasu-Toyoda, Morita, Murota 1996).

100
80
< [
— 60 A |
T | L
E E- %g@@g ) Cla2n6 7 C140
= 4080 : : E ik : B C202m6 [ C150
I : : C20:4n6 ARAT C16:0
i B C205n3 EPA  C16:1n7
20 \ W C22:5n3 C17:0
NI ﬁ% " E %; : W C22:6n3 DHA C18:0
o Ll o 1 K % E ‘LEEEE B C24:1 C18:1

CRNU I O N O U Il

Stofn

Mynd 5. Hlutfall (%) fitusyra innbyrdis i stofnum.

begar einungis eru athugadar fitusyrurnar C20 til C24 kemur i ljés ad af peim er hlutfall DHA i
stofni 37 97,2% og hlutfall EPA 2,8% (Mynd 6). Rannsdknanidurstdédunum svipar til annarra
sambeerilegra rannsdékna a einangrun a Thraustochytrid tegunda. Burja o.fl. (2006)
eindngrudu Thraustochytrid stofna vid Atlantshafsstrendur Kanada og maeldu purrmassa fra
100 til 2.300 mg/L og magn heildarfitu, DHA og EPA var fra 27 til 320, 5 til 84 og 3 til 21 mg/g
i sdbmu rod. Sambaerilegar nidurstédur i pessu verkefni eru: Purrmassi fra 100 til 2.880 mg/L
og magn heildarfitu, DHA og EPA var 6,5 til 11,4, 5,6 til 37,6 og 2,7 til 11,2 mg/g i sému rod.
Hér ma geta pess ad Burja o.fl. (2006) voldu einungis stofna sem hofdu heildarfitu yfir 20% af
burrvigt i sinar rannséknir en i pessu verkefni var greiningin framkvaemd i 6llum stofnum.
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Mynd 6. Hlutfall fitusyra C20 til C24 i einstokum stofnum.

Huang o.fl. (2003) flokkudu sina Thraustochytrids stofna eftir framleidslumynstri langra
fioldmettadra fitusyra (C20 til C22) og med samanburdi 4 skyldleika 18s rRNA gena. [ 1jés
komu 5 gerdir af C20 til C22 framleidslumynstri og erféafraedileg greining 8 18s rRNA féll ad
framleidslumynstrinu. Flokkarnir voru pessir:

1) DHA/DPA,(C22:6, n-3/C22:5, n-6);

2) DHA/DPA/EPA,(C22:6, n-3/C22:5, n-6/C20:5, n-3),

3) DHA/EPA, (C22:6, n-3/C20:5, n-3);

4) DHA/DPA/EPA/ARA; (C22:6, n-3/C22:5, n-6/C20:5, n-3/C20:4, n-6) og

5) DHA/DPA/EPA/ARA/DTA (C22:6, n-3/C22:5, n-6/C20:5, n-3/C20:4, n-6/C22:4, n-6).

Med samsvarandi flokkun islensku stofnanna ut fra a fitusyrum fra C20 til C22 koma
eftirfarandi flokkar i ljés:

A) DHA/DPA/EPA/ARA/EDA (C20:2, n-6, eicosadienoic acid): Stofnar 1,2,3,4,5,6,7,8,9.
B) DHA/DPA/EPA: Stofnar (10,11,12,13,14,15,19,21,22,30),

C) DHA/DPA/EPA/ARA: Stofnar: 16,17,18),

D) DHA/EPA, (stofnar 23,31,32,33,34,37),

E) DHA, (stofnar 26, 29),

F) DPA/EPA (stofn 36),

Samanburdur a flokkun (Huang o.fl. 2003) vid nidurstédurnar leidir i ljos ad:
Flokkur B samsvarar flokki 2.
Flokkur C samsvarar flokki 4.
Flokkur D samsvarar flokki 3.
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Flokkur A likist flokkum 4 og 5, en munurinn liggur i ad EDA greinist i A og DTA i flokki 5
greinist ekki i A. Flokkar E og F koma ekki fram i rannséknum Huangs o.fl. (2003)

Nidurstadan er ad greining fitunnar i islensku stofnunum flokkar stofnana i prja flokka af
fimm eins og hja Huang, einn islenski flokkurinn fellur ad hluta i tvo flokka Huangs og tveir
flokkar islenskir falla ekki ad neinum flokki Huangs. Athyglisvert verdur ad sja hvort 18s rDNA
greiningin muni einnig falla ad greiningu Huangs. [ islenskum flokkum E og F er einungis einn
stofn i hvorum flokki. Hér gaeti verid um einstaka stofna ad reedi eda stokkbreytta, en frekari
rannséknir munu leida pad i ljés.

3.3 Mzalingar a ahrifum nzeringarefna a voxt.

Einn stofn (stofn 5) var valinn til ad gera vaxtartilraunir med mismunandi
naeringarefnasamsetningu (vaxtarpattum). Tafla 4 synir uppsetningu vaxtartilraunanna par
sem - = lagt gildi 4 vaxtarpaetti, + = hatt gildi & vaxtarpaetti og 0 = midgildi (sja Tafla 3).

Tafla 4. VOXtur stofns 5 vid mismunandi naeringarlegar adsteedur.

burrvigt
Tilraunir {SW |Glu| YE | PT | KP |T80|pH | D1 | D2 | D3| D4 | D5 |g/L
1 S B N B IR + | -+ |+ 1,873
2 + | -+ -] -] - + |+ |- |+ 1,472
3 -+ |+ -+ - S T I S R I S 1,542
4 S T I S A T I B N N 1,581
5 + |+ |-+ |+ -+ - -+ |+ 1,643
6 O I T B R T I B R 1,532
7 SO I T I S S I B S B S e 2,924
8 O I I S A I A I S I I R 1,361
9 S T I I I O T S A A B 0,688
10 + | - SR I O T T AR I I S R 1,197
11 -+ - S T T I IS S B 1,003
12 S N I T R B IR I N I B 0,369
13 ojofo0|j0j0|jO|O|jO]j0O|JO|O|O 1,238
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Stofn 5 6x mest i tilraun 7, p.e. i 10% siudum sjo, 50 g/L af glukdsa (Glu), 8 g/L af gerextrakti
(YE) og 8 g/L af peptdni (PT) sbr. Mynd 7a. Jakvaedustu ahrif & voxt hofdu glukdsi (Glu), ger-
extrakt (YE) og upphafs syrustig (pH). Tween 80 hafdi litil ahrif (Mynd 7b).

a) Voxtur, stofn nr 5 b) Hlutfallsleg ahrif vaxtarpatta

3,5

3

2,5

2
W Biomass

m Ahrif
L5 g/L

1

0,5

O TTTTTTTTTTTTA
1357 91113 -0,4

Mynd 7. Voxtur og ahrif vaxtarpatta a lifmassamyndun (Stofn 5).

Lifmassi er gefinn upp sem g purrvigtar a litra (vinstri) hlutfallsleg ahrif (,,effect”) hvers vaxtarpattar (haegri mynd).

i framhaldinu voru athugud &hrif valdra vaxtarpatta & lifmassaframleidslu fjogurra
Thraustochytrids stofna (1, 11, 14 og 17, einungis syndir stofnar 11 og 17). Ahrif vaxtarpétta
a myndun lifmassa pessara stofna eru sett fram a Mynd 8.
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a) Ahrif gltikésa a voxt
3,5
3
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0
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5
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—
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d) Ahrif gerextrakts og tryptons e) Ahrif kofnunarefnisgjafa 4 voxt
a voxt (SE: raekju extrakt, LE:
humarextrakt, CE: porsk extrakt)
2,5
= 2 4,000
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& < 3,000
2 1 - £
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a 0,5 - £ W Stofn 11
MW Stofn 17 3 1,000 -
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Q' & D' M O 0,000 -
S
KOOSO TP YE SE LE CE
Hlutfall: ger extract / tryptone, g/L N-gjafi 16g/L

Mynd 8. Ahrif mismunandi kolefnis- eda kéfnunarefnisgjafa 4 lifmassamyndun stofna 11 og 14.

Glycerdl sem kolefnisgjafi i styrkleikanum 130 g/L gaf mesta heildarvoxt (stofn 17) eda 3,92 g
burrefni/L (Mynd 7c).
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Med glukdsa i styrkleikanum 64 g/L sem kolefnisgjafa fékkst mestur voxtur (stofn 17), eda
3,26 g purrefni/L (Mynd 7a). Tryptone reyndist betri kofnunarefnisgjafi en gerextrakt sbr.
(Mynd 7d) en raekju- og porsk-extrokt sem kofnunarefnisgjafar gafu mesta lifmassann hja
badum stofnum (Mynd 7e).

3.4 Melingar a litarefnum

Med gleypnimalingu vié 474 nm meeldist heildarmagn karétendida i fjiérum
reektunartilraunum fra 104 til 371 pg/g). Burja o.fl. (2006) maldu kardtendida i einum
Thraustochytrid stofni (ONC-T18) og fengu 28 ug/g. Beta-kardten greindist med HPLC en
ekki tokst ad greina fleiri litarefni.

3.5 Radgreining og flokkun

Mynd 9 synir PCR afurdirnar sem komu fram i rafdraetti 4 0.8% agardsageli.

Thraustochytrids (1-9) 17/11/2010

1 2 3 45 6 7 8 9 92)8(2)

Mynd 9. DNA magnad ur stofnum 1-9, rafdregid a 0,8% agardsageli. Fyrsta rod er DNA stigi (Fermentas) til
steerdarakvordunar, nast koma jakvaett (p) og neikvaett (n) kontrélsyni og sidan nimer stofnanna.

Samanburdur & nidurstédum radgreininga vid 18s rDNA i gagnabanka NCBI leiddi i |j6s ad
stofn 1 samsvaradi sér best vid tegundina Thraustochytrium kinnei og stofn 12 samsvaradi
sér best vid Sicyoidochytrium minutum en badar pessar tegundir teljast til aettarinnar
Thraustochytriaceae (sja DNA radir i vidauka).
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4 Samantekt og lokaoro

4.1 Samantekt

i verkefninu tékst ad safna 39 stofnum fra premur synatdkustédum fyrir nordan land (35
lifdu til frekari rannsékna). £tla ma ad pessi stofnar gefi nokkud géda mynd af algengustu
frumverum (6frumbjarga einfrumungategundunum) hér vid land, pé ad aeskilegast hefdi
verid ad geta skimad eftir stofnum i kringum allt landid. Pegar adeins prir stofnar hafa verid
radgreindir hafa fundist tvaer tegundir(Thraustochytrium kinnei og Sicyoidochytrium
minutum) og er pad i fyrsta sinn sem pessum tegundum er lyst med pessum hzetti
(radgreiningu) a Islandi. Thraustochytrium tegundum hefur adur verid lyst dr islenskum
synishornum. Johnson (1974) vitnar i Gartner (1968) og segir hann fyrstan til ad einangra og
greina pessar tegundir hér. Johnson (1974) nefnir ad 7-8 tegundir Thraustochytrium hafi
einangrast hér, adallega fra Kollafirdi. S.minutum hefur ekki adur verid einangrud hér svo
vitad sé. Enn er verid ad vinna ad radgreiningu og verdur frédlegt ad sja hvort adrar tegundir
leynast i stofnasafninu.

Badar tegundirnar sem vid hofum tegundagreint i pessari rannsdkn eru af att
Thraustochytriaceae. Samkveemt Johnson (1974) var tegundinni Thraustochytrium kinnei
fyrst lyst af Gaertner arid 1967 med smasjarskodunum i par til gerdu aeti. Tegundinni
Sicyoidochytrium minutum var fyrst lyst arié 2007 (Yokoyama, Salleh, Honda 2007).

Til ad tegundagreina med radgreiningu a 18S rRNA geni i stofnunum, naegir ad lesa nokkur
hundrud basa. Tegundagreining med radgreiningu @ DNA Ur Thraustochytrid frumverunum
héfst med grein eftir Honda o.fl. (1999). Arid 2007 birtust tvaer greinar (Yokoyama og Honda
2007, Yokoyama o.fl. 2007) par sem fimm nyjar aettkvislir voru skilgreindar med DNA
greiningu, par 4 medal aettkvislin Sicyoidochytrium (stofn 12 i pessari rannsékn) sem adur
hafdi verid flokkud til settkvislarinnar Ulkenia, en stofnarnir hofdu ekki adgreinst med
smasjarathugunum.

Ndakveem radgreining a 6llum 1800 bosum gensins verdur framkvaemd a peim hreinraektum
sem henta i iGnadarframleidslu. begar er ljost ad islensku stofnarnir eru frabrugdnir m.t.t.
basaradar 18S rRNA gensins i stofnum sem pegar hafa verid einangradir. bvi ma leida ad pvi
likum ad vio frekari radgreiningu mundu hinir nyeinangrudu stofnar teljast 46ur épekktir
stofnar af akvedinni tegund og pvi maetti fa einkaleyfi 8 notkun peirra sem slikra. Nu er verid
ad radgreina heildar DNA mengi tveggja Thraustochytrid frumvera.

i dag eru stofnar tveggja aettkvisla notadar vid framleidslu & sjavarolium. Fyrirtaekid Martek i
Bandarikjunum notar stofn af Schizochytrium zettkvislinni og Lonza i byskalandi notar stofn af
aettkvislinni Ulkenia. Um 12 aettkvislir tilheyra aettinni Thraustochytriaceae.
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Nokkrum stofnum hefur verid lyst sem teljast liklegir til notkunar i idnadarframleidslu vegna
fituframleidslu sinnar. bar ber fyrst ad nefna stofninn ONC 18T sem (Burja o.fl. 2006)
eindngrudu en hann syndi mestan skyldleika vid tegundina Thraustochytrium striatum. Ari®
birtu (Yang o.fl. 2010) grein par sem stofninum BL 10 var lyst og er hann 4litinn tilheyra
aettkvislinni Aurantiochytrium. Stofninn SC1 fra Indlandi er talinn tilheyra aettkvislinni
Schizochytrium, en hann var einangradur arid 1990 (Jain o.fl. 2005).

i Chile hefur einangrast Thraustochytrid stofn (stofn M12-X) sem tilheyrir settkvislinni T.
kinnei . pessi stofn hefur verid rannsakadur med tilliti til pess ad nyta aukaafurdir fra bjér- og
kartofluverksmidjum sem kolefnisgjafa vid raektun hans til framleidslu 8 DHA og EPA
fitusyrum (Quilodran o.fl. 2009).

Stodugt birtast nyjar upplysingar fra rannséknarstofum um einangrun nyrra Thraustochytrid
stofna ((Zhou o.fl. 2010, Quilodran o.fl. 2010, Rosa, Galvagno, Velez 2011) sem synir mikinn
ahuga 4 pessum sjavarfrumverum. Nu hefur verid synt fram a ad Thraustochytrid
einfrumungar finnast vid strendur landsins. Einungis tdkst ad einangra stofna fra 3
synatokustodum af 24 og er eftirtektarvert ad tveir synatdkustadanna eru vid heita hveri {
sjo. bvi veeri sérstaklega frédlegt ad skoda fleiri svaedi par sem heitt hveravatn og kaldur sjor
maetast. Einnig veeri mjog ahugavert ad einangra stofna fra 6drum sveedum par sem ahrifa
heits hveravatns gaetir ekki. Rosa, Galvagno og Velez (2011) lysa peim vandamalum sem vid
er ad etja vid einangrun a Thraustochytrid stofnum fra kéldum sjéosvaedum og kemur par
fram ad umhverfisadstaedur hafa mikid ad segja hvort tekst ad fa fram voxt og einraekt af
akvednum stofni. Pad geeti skyrt hversu misjafnlega tokst ad reekta upp stofna i pessu
verkefni. bpar kemur margt til greina eins og hitastig i forraekt, magn naeringarefna,
saltstyrkur og vOxtur sveppa og bakteria. Yfirleitt er talid ad mjog litill hluti 6rvera (bakteriur,
sveppir, smaporungar, frumverur) i sjé hafi verid einangradur.

4.2 Lokaoro

[ pessu verkefni tokst ad einangra og greina tegundir af aettkvislunum Thraustochytrium og
Sicyoidochytrium Ur sjé vid island (Thraustochytrium kinnei og Sicyoidochytrium minutum).

Einangrun og raektun frumvera af aettinni Thraustochytriaceae fra islandsstrondum mun
koma islenskum visindamonnum og idnadi til géda i nanustu framtid vid framleidslu &
sjavarolium og 68rum lifefnum.

5 Pbakkir
AVS sjédnum er pakkad fyrir styrkveitingu til verkefnisins.

Menntamalaraduneytinu er pakkad fyrir framlog a fjarlogum.

Erlendi Bogasyni kafara er pakkad fyrir s6fnun syna vid hverastryturnar i Eyjafirdi.

Margit Eder og Sarah Werner er pokkud vinna vid radgreiningu og raektun a8 pérungunum.
Sigbori Péturssyni og Sean M. Scully er pakkad fyrir ljésgleypnimalingar og notkun a HPLC.
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7 Vidaukar.

7.1 Vidauki 1. DNA radir ur radgreiningu.

>S-Bald-Strain-nr-12-244-bases
TCGAATTTCTACGCTACATCAAACTTTCATCCAATACAACATATCCAACG
AGTTCACCGGATCGTTCAATCTGTAGGTGCGACGGGCGGTGTGTACAAAG
GGCAGGGACGTATTCAATGCAAGCTGATGACTTGCGTTTACTAGGAATTC
CTCGTTGGAGATTAATAATTGCAAGAATCTAGCCCCATCACGACATGGAT
TCAAAAGATTACCCAATCCTTCCGGATAAGGACTTTTTCCTCGT

>T1_SR1F_sequence-01-291-bases
TCTCAGTGTAAAAACTCATTGCACAGTGAAAACTGCGAACGGCTCATTAA
ATCGGTTCTAGTCTCCAGAGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGGGGATACTT
TGTGGGCAAATCTAGAAACAAATACATGCTTGGGAGGCCTGACGGGTTGT
TTTTCAACTGAAGGGGCTGGCATTTATTTGATGGTGTAAGGGACCAATAC
CCTTTCGGTGTTTGATTCGGGGTGATTGCAGGAGTAACCTATGCGAACCG
CAGTGGCTCTTTGGTCGGCGGGTGACCTTTATGAGGTGTCT

>Sequence_T5_SR1F-05-676-bases
CATGCATGCTCTCAGTGTAAACTCATTGCACAGTGAAACTGCGAACGGCT
CATTAAATCGGTTCTAGTCTCCAGAGTGGTGTTTTCAATCTAAATGGATA
CTTGTGGCAAATCTAGAAACAATACATGCTTGGAGGCCTGACGGTGTTTT
CACTGAAGGGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGGGTG
ATTCGGGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTGGTCGGC
GGTGACTTTATGAGGTTCTGCCCTATCAGGCTTTGCAACGGGTATTGTCC
TTTGCAACCGGTCACGGGTGACGGAGAATCAGGGTTCGATTCCGGAGAGG
GAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCGGCGCGTAAATT
ACTCTATGCCAACGCGGCGAAGTACTGACGAAAAATAGGACTGGGTAGCG
CTTTGCGTTATCTTTGTCCAATGAGAGCATCTAAAGCCTCATCGAGGATC
CATTGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCGCCCCGGTAATTCCGCCTCCCAATA
GCCGTACACTAAAAGTTGTGCGTTAAAAAGCTTCTACTAATTGTATGGGA
ATCCCGCGGTGGGGTGCTTGGTGGTTTTGCCCGTAAATACCTGCTCCCCT
TTCCGCTTTTTCCGCTTTCTTTAAAA

>Sequence_T5 SR4F-05-133-bases
TACACTCACATTGTTGCAGTTAAAAACTCGTACTCTAATGTATGGGAGTT
GCGGGGTGGGTGCTTGGTTGGTTTTGCCGACTAGGACAATACTCGCTCCG
CTTCCCGCTTGTTCCTCTCTTAAAGAAGGGAAA
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7.2 Vidauki 2. Synatékustadir.

Syni sétt i fjoru:

. Sandur og sjoér ur vikinni & Skagastrond.

. Sjér og porungar vid Hrafna a Skagastrond.

. Sjor og porungar vid Holmanes a Skagastrond.
. Syni fra Spakonufellshofda a Skagastrond.

. Syni fra Reykjanesi vid isafjardardjupi.

. Syni fra frd Grindavik.

. Syni fra Ho6fnum.

. Syni x3 dr Hanaflda.
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. Syni Ur Hveravik sunnan vid Drangsnes.
10. Syni fra Hverastrytum i Eyjafirdi.
Sjoésyni voru sott i Hanafléanum:

11. Gjogur, 65°58,902 N, 21°20.71V

12. Djupavik, 65°57,93 N, 21°32.92 V

13. Solvabakki, 65°42,79 N, 20°17.97 V

14. Stapi, 65°47,36 N, 20°18.63 V

15. Gjogur, 65°58,902 N, 21°20.71V

16. Djupavik, 65°57,93 N, 21°32.92 V

17. Stapi, 65°47,36 N, 20°18.63 V

18. Solvabakki, 65°42,79 N, 20°17.97 V

19. Hrafna, 65°49.078 N, 20°18.636 V

20. Hall3, 65°47.211 N, 20°17.940 V

21. Stapi, St6d 4, 65°47,36 N, 20°18.63 V
22. So6lvabakka, St6d 3, 65°42,79 N, 20°17.97 V,
23. A Laxdrvik, 65°43.67 N, 20°16.323 V
24. Hafurstadad, 65°46.766 N, 20°16.765 V
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