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Útdráttur 

Grunnlitir í hrossum eru jarpur, brúnn og rauður. Litaákvörðun á grunnlit hrossa er í 

Agouti (A) og Extension (E) setum sem táknuð eru af Agouti-signalling próteini (ASIP) og 

melanocortin-1 viðtaka (MC1R). Frekari litaákvörðun verður m.a. í MATP geni, eða í C 

seti. Stökkbreytt MATP verður C
Cr

 og deyfir grunnlitina. Glóbrúnn, muskóttur eða 

mórauður er rauðbrúnleitur litur í hestum sem hefur hvergi fundist annars staðar en á 

Íslandi. Glóbrúna litaafbrigðið kemur einungis fram hjá hrossum sem bera leirljósa 

erfðavísinn, C
+
C

Cr
. Eins basa breytingar hafa fundist í OCA2 geni í hrossum. Tvær 

breytinganna finnast í útröð fimm, sú fyrri er G469A og veldur amínósýrubreytingunni 

A157T, sú seinni er A541G og veldur amínósýrubreytingunni I181V. Ellefu glóbrún hross 

voru greind með tilliti til þessara tveggja breytileika í útröð fimm og kom í ljós að þau voru 

annað hvort GA-AG eða AA-GG ásamt því að vera af arfgerðinni C
+
C

Cr
. Ásamt glóbrúnu 

hrossunum voru önnur hross skoðuð þar sem brúna litaafbrigðið var í meirihluta, eitt 

dökkbrúnt hross kom upp með arfgerðina C
+
C

Cr
 og GA-AA. Það má því álykta að seinni 

breytileikinn, A541G, hafi afgerandi áhrif á glóbrúna litaákvörðun í íslenska hestinum. 
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1. Inngangur 

1.1. Almennt um litaákvörðun 
Húð- og háralitur spendýra ræðst af nokkrum þáttum. Í þroskun er flutningur 

sortukímfrumna til vefja mikilvægur sem verður eftir taugapíplum í fósturþroska. 

Stökkbreytingar í sortukímfrumum má oft sjá í dýrum þar sem blettir myndast til dæmis í 

feld og má þar meðal annars nefna skjótt hross. Sortukímfrumur þroskast í litfrumur og 

skiptir lífvænleiki og þéttni þeirra miklu máli við litaákvörðun húðar, hárs og augna, ásamt 

tjáningu ensíma og virkni þeirra. Litfrumurnar mynda tvær gerðir melaníns í sortukornum 

sem flutt er til nálægra frumna. Þær eru staðsettar á grunnhimnu sem liggur á mótum 

leðurhúðar og húðþekju, þar sem þær tengjast annars vegar starfsemi hyrnisfrumna í 

húðþekju og hins vegar starfsemi bandvefsfrumna í leðurhúð. Hlutfall litfrumna og 

hyrnisfrumna er 1 á móti 10 þar sem hver litfruma dreifir sortukornum til hyrnisfrumna í 

gegnum griplur. Sortukornin hafa það hlutverk að verja kjarna erfðaefnis gegn 

útfjólubláum geislum. Gallar í litastjórnun geta leitt til ýmissa heilkenna og má þar til 

dæmis nefna albinisma (Böðvarsdóttir 2011b).  

1.1.1. Melanín myndun  

Tvær gerðir melaníns sem framleitt er af litfrumum eru eumelanín og pheomelanín. 

Eumelanín leiðir til svarts eða brúns litar en pheomelanín leiðir til rauðguls litar 

(Dessinioti, Stratigos o.fl. 2009; Ito & Wakamatsu 2010; Böðvarsdóttir 2011b). Hlutfall 

dopaquinone ræður magni melaníns sem myndast og er það háð magni tyrosín í upphafi. 

Hlutfall eumelaníns og pheomelaníns ræðst því af virkni tyrosínasa og magni týrosín og 

cystein amínósýra í sortukornum. Nokkur prótein taka þátt í litaákvörðun, þetta eru prótein 

sem stýra pheomelanín-eumelanín myndun, ensím sem hvata melanínmyndun og 

sortukornaprótein (Böðvarsdóttir 2011b).  

Prótein sem að stýra melanín myndun eru MC1R, melanocortin-1 viðtaki, ASIP, agouti 

signalling prótein, og α-MSH, α-melanocyte-stimulating hormón. MC1R viðtakinn er 

afgerandi, ef stökkbreytt eintak erfist frá báðum foreldrum, þ.e. erfist víkjandi, verður 

afkvæmi með rautt hár. Rauðhærðir eru því ekki með virkan MC1R viðtaka sem veldur því 

að erfitt er að örva hann á yfirborði litfrumna til melanínmyndunar, enda eru rauðhærðir 

með lítið magn af báðum melaníngerðum. Við sólaráreiti verða rauðhærðir ekki fyrir 

verndun melaníns og er það ástæða þess að rauðhærðir einstaklingar brenna auðveldlega. 

Hormónin α-MSH og ACTH, adrenocorticotropic hormón, eru agoistar á MC1R viðtakann 

og örva eumelanín myndun. ASIP er hins vegar antagonisti og þegar prótenið binst 

viðtakanum hindrar það leið α-MSH og ACTH á viðtakann sem leiðir til pheomelanín 

myndunar. Tyrosínasi, TYR, tyrosinasa related prótein, TYRP1, og dopachrome 

tautomerasi, DCT (TYRP2), eru ensím sem að hvata melanínmyndun. Tyrosínasi er fyrsta 

ensímkerfið í melanínmyndun og eru það sortukornaprótein sem að stýra flutningi hans til 

sortukornanna. Sortukornaprótein eru P-prótein, MATP og NCKX5 og hafa þau aðallega 

áhrif á flutning innan sortukorna og frá golgikerfi (Böðvarsdóttir 2011b). 
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1.1.2. Erfðabreytileikar í litastjórnun 

Breytingar hafa orðið í erfðaefni spendýra sem hafa áhrif á litastjórnun. Flestar 

breytinganna sem verða á litafari verða vegna eins basa breytingar (e. single nucleotide 

polymorphism: SNP). Í flestum tilfellum hafa eins basa breytingar tvö möguleg form, eða 

samsætu, til dæmis A eða G í ákveðinni stöðu. Tíðni samsætanna getur verið mismunandi, 

það mætti þó ekki búast við því að samsætur með háa tíðni hefðu meiriháttar áhrif á 

svipgerð vegna vals gegn óæskilegum eða skaðlegum breytingum, þ.e. vegna náttúruvals 

(Strachan & Read 2010). Eins basa breytingar eru breytingar sem að eiga sér stað í  

erfðaefninu. Breytingarnar geta átt sér stað í útröðum og valdið amínósýruskiptum eða þær 

geta orðið fyrir framan gen og hafa þannig áhrif á genatjáningu. Þessar breytingar hafa 

mikið verið rannsakaðar í músum og eru mörg genasvæði vel þekkt sem hafa bein eða 

óbein áhrif á litastjórnun. Hjá manninum er tíðni þessara beytileika í litastjórnunargenum 

mestur í Evrópubúum, þeir þurfa ekki jafn mikið á verndun sortukorna að halda líkt og 

einstaklingar sem að búa við meira sólarljós. Þetta er ástæða þess að svörtustu menn eru frá 

Afríku þar sem sólaráreiti er mest og að hvítustu menn lifa mun norðar þar sem sólaráreitið 

er minna (Böðvarsdóttir 2011b). 

 

1.2. Litaákvörðun hrossa 
Litaákvörðun grunnlita í hrossum ræðst af breytileika í 

þremur genum, ASIP, MC1R og MATP og eru tvær 

myndir fyrir hvert gen. Grunnlitirnir eru jarpur, brúnn 

og rauður. Undirflokkarnir eru m.a. moldótt, glóbrúnt, 

leirljóst og fölt.   

Litaákvörðun á grunnlit hrossa er í Agouti (A) og 

Extension (E) setum sem táknuð eru af Agouti-

signalling próteini (ASIP) og melanocortin-1 viðtaka 

(MC1R). Jarpur litur verður vegna ríkjandi virks 

agouti-signalling próteins, eða A
A
 (Rieder 2009). 11 

basapara úrfelling á þessu svæði leiðir til óvirkjunar 

gensins. Eins og áður segir lokar ASIP fyrir MC1R 

viðtakann svo að hormónin α-MSH og ACTH geta 

ekki bundist honum. ASIP er virkt á búk og þar af 

leiðandi myndast fyrst og fremst pheomelanín þar og 

veldur jörpum lit. Fax, tagl og fætur haldast hins vegar 

dökk. MC1R ræður brúnum og rauðum lit, E
+
 er 

ríkjandi og veldur það brúnum lit á meðan E
e
 er 

víkjandi og veldur rauðum lit í arfhreinu ástandi 

(Böðvarsdóttir 2011b). 

Frekari litaákvörðun verður m.a. í MATP geni eða í C seti. Stökkbreytt MATP verður 

C
Cr

 og deyfir þessi samsæta fyrrnefnd litarefni. Ef einungis eitt virkt eintak samsætunnar er 

til staðar deyfir hún rautt litarefni sem veldur leirljósum lit og ef tvö eintök eru stökkbreytt 

deyfist einnig brúna litarefnið sem veldur nánast hvítu hrossi, húðin verður föl og lithimna 

augna blá. Ef annað eintak samsætunnar er stökkbreytt hjá einstaklingum með jarpan 

grunnlit veldur það moldóttum lit (Mariat, Taourit o.fl. 2003; Rieder 2009).   

Tafla 1. Litaákvörðun hrossa. 

Jarpur A
A
-/E

+
-/C

+
C

+
 

Brúnn A
a
A

a
/E

+
-/C

+
C

+
 

Rauður --/E
e
E

e
/ C

+
C

+
 

Moldóttur A
A
-/E

+
-/C

+
C

Cr
 

Glóbrúnn A
a
A

a
/E

+
-/C

+
C

Cr
 

Leirljós --/E
e
E

e
/C

+
C

Cr
 

Fölur --/--/C
Cr

C
Cr
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Fleiri erfðavísum, sem koma að litaákvörðun hrossa, hefur verið lýst (Rieder 2009) en 

verður þeim ekki gerð frekari greinaskil hér. 

1.3. Glóbrúnn litur í hestum  
Glóbrúnn er rauðbrúnleitur litur í hestum sem einnig hefur verið nefndur muskóttur eða 

mórauður hér á landi (Aðalsteinsson 1991; Þorvaldsson 2004). Grunnliturinn er brúnn en 

er deyfður þannig að húð verður brún í stað þess að verða svört og augnlitur  móleitur í 

stað þess að verða dökkbrúnn, ljósari hár eru oft undirliggjandi í feldinum og eru hófar 

þessa hrossa yfirleitt dökkgráir. Einnig þekkist að glóbrúni liturinn ber með sér leirljósa 

erfðavísinn (Þorvaldsson 2004). 

Kampavínslitur í erlendum 

hrossum hefur einna helst verið 

líkt við glóbrúna litinn en sá 

erfðavísir erfist ríkjandi óháð 

þeim leirljósa (C
+
C

Cr
) og er því 

um sjálfstæðan eiginleika að 

ræða, ólíkt því sem gerist með 

glóbrúnt (Böðvarsdóttir 2010). 

Guðni Þorvaldsson (2004) gerði 

rannsóknir á glóbrúna 

litaafbrigðinu og kom þá í ljós 

að eiginleikinn er mjög 

sjaldgæfur í íslenska 

hestastofninum, eða innan við 

hálft prósent (Þorvaldsson 2004; 

Böðvarsdóttir 2010).  

Glóbrúna litaafbrigðið virðist 

einungis koma fram hjá þeim 

hrossum sem hafa arfgerðina 

C
+
C

Cr
, en þó kemur ekki alltaf 

fram glóbrúnn hjá þeim 

einstaklingum sem hafa þessa arfgerð (Þorvaldsson 2004). Af þeim sökum hefur athygli 

beinst að tveimur öðrum genum sem þekkt eru fyrir litadeyfingu, þetta eru genin TYRP1 og 

OCA2. Nú hafa bæði genin verið raðgreind í tveimur glóbrúnum einstaklingum þar sem 

engar breytingar fundust í TYRP1 geninu en nokkrar í OCA2 (Böðvarsdóttir 2010). 

1.3.1. MATP  

Próteinið MATP (SLC45A2) er af gerð sortukornapróteina, en þau stýra flutningi 

tyrosinasa til sortukorna. Breytingar í MATP eru vel þekktar í mönnum og má þar nefna 

mjög algenga stökkbreytingu, Leu374Phe, sem er nánast afgerandi í Evrópu en er í mjög 

lágu hlutfalli í Afríku og Asíu (Böðvarsdóttir 2011b).  

Eins og áður segir hefur MATP deyfandi áhrif á grunnliti í litaákvörðun hrossa. Mariet 

et al. (2003) sýndu fram á eins basa stökkbreytingu í útröð 2 á MATP próteininu (G457A) 

sem tengist C
Cr

 einangruðum svipgerðum. Stökkbreytingin virðist raska virkni 

flutningspróteinsins sem leiðir til deyfingu litar, þar með talið hjá moldóttum, leirljósum og 

fölum hrossum (Mariat, Taourit o.fl. 2003).  

 

Mynd 1.  Glóbrúni stóðhesturinn Loftfari árið 1998. 
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1.3.2. OCA2 

OCA2 er P prótein sem er af gerð sortukornapróteina líkt og MATP. Stökkbreytingar í 

þessu geni valda albinisma, þ.e. deyfingu á húð- og augnlit í mönnum en ekki endilega 

deyfingu á háralit. Albinismi, oculocutaneous albinisim, er arfgengur sjúkdómur þar sem 

truflun verður á sérhæfingu litfrumna vegna óvirkjunar eða vöntunar á lykilensímum í 

myndun litaefna (Dessinioti, Stratigos o.fl. 2009).  

OCA2 genið inniheldur 21 útröð. Ein breyting hefur verið skilgreind á geninu í hrossum 

við rannsóknir á appaloosa litamynstri (Bellone, Lawson o.fl. 2006). Við raðgreiningu á 

fyrstu 10 útröðum gensins fundust þrjár basabreytingar í tveimur glóbrúnum hestum til 

viðbótar við þá breytingu sem Bellone, Lawson o.fl. (2006) fundu. Þrjár þeirra valda 

amínósýruskiptum, tvær í útröð 5 og ein í útröð 8, og þar af leiðandi valda þær breytingum 

á byggingu og starfsemi próteinsins. Fjórða breytingin fannst í útröð 7 en hún veldur ekki 

amínósýrubreytingu. Basabreytingin í útröð 8 er úr G basa í T basa og veldur 

amínósýruskiptunum alanine í serine (A299S). Þessi breyting fannst aðeins í öðrum 

glóbrúna hestinum og er því ekki líkleg til að skýra litabreytinguna. Tvær breytinganna 

liggja í útröð 5 og fundust þær í báðum glóbrúnu hestunum, því er líklegt að þær, önnur 

eða báðar, hafi áhrif á litaákvörðunina í hrossum með brúnan grunnlit og leirlita 

erfðavísinn. Fyrri basabreytingin er úr G basa í A basa og veldur amínósýruskiptunum 

alanine í threonine (A157T), sú síðari er A basi í G basa og veldur amínósýruskiptunum 

isoleucine í valine (I181V). Ekki er enn vitað hvort að basabreytingarnar þurfi að fara 

saman til þess að fá fram glóbrúna litinn, eða hvort að önnur basabreytingin sé 

fullnægjandi (Böðvarsdóttir 2010). Markmið rannsóknarinnar var að kanna þessa 

breytileika enn frekar og athuga fylgni þeirra við glóbrúna litinn og aðra brúna liti hestsins. 

 

SFTVSFRSHSPFIQFFSSGSKDLCFTENTPLLRNSSQEKGSRCMPVYHPEFIIAEESWEN 

SSAEWEPRSLLSRESTGSSGSTSLEKGELLDGAFIRFRLSKLRRCVQWLKVAGLFAFVVV 

CSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHVDSALLQVDLAGALVAGSSSRPGREEH 

IVVEVTQVDAPGSRWRRPQQVTHNWTIFLNPRRNERSVVSKTFEVLSRDTVSISIRASLQ 

QTPAIPLLMAHQYLRASVEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRTLAAMLGSLAALAVLAV 

IGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVKAYQLSRGRVWAMIIML 

CLIAAILSAFLDNVTTSLLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVIFTNIGGAATAIGDPPN 

VIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFVGICFVLLFSFPLLRLLYWNKKLYNKEPSEIVELKH 

EIHVWRLTAQRISPASREETAVRDLLLGKVLALERLLACRLRTFHRQISQEDKNWETNIQ 

ELQKKHRISNRILLAKCLMVLGFVIFMFFLNSFVPGVHLDLGWIAILGAIWLLILADIHD 

FEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALAHLHLIEYVGEQTALLIKMVPEDRRLAAAIILVI 

WVSAIASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSQDPEVSLPAPPLMYALALGACLGGNGTLIGASA  

NVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFR 

 

Mynd 2.  Amínósýruraðir allra útraða OCA2gensins  í hestum. Rauð yfristrikun sýnir 

amínósýruna sem að breytist. 
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1.4. Aðferðafræði 

1.4.1. TaqMan tveggja lita próf 

TaqMan tveggja lita greiningarpróf er sértækt próf þar sem örraðaþreifarar tengjast sérhæft 

við breytilegar samsætur þar sem basabreyting hefur átt sér stað (Strachan & Read 2010). 

Aðferðin er notuð magnbundið við greiningu á genatjáningu og samsætubreytileika. 

TaqMan prófið má nýta við greiningu á milli eins basa breytinga, til dæmis til þess að 

greina hvort að einstaklingur sé arfhreinn eða arfblendinn um ákveðinn breytileika 

(Böðvarsdóttir 2011a). 

TaqMan þreifari er örraðaþreifari með flúrhóp á 5‘ endanum og ljómdeyfishóp á 3‘ 

endanum. Ljómdeyfibúnaðurinn byggist á flúrljómun við orkuflutning sem getur orðið yfir 

fremur langa vegalengd, allt upp í 10 nm eða meira. Þreifarinn getur bundist mótlægri röð í 

PCR mögnunarhvarfinu en flúrhópurinn fer ekki að lýsa þar sem orkan berst áfram til 

næsta ljómdeyfis.  

Eftir þáttatengingu örraðaþreifarans og marksins sem á að magna upp leysir Taq 

pólymerasinn 5‘ enda þreifarans af hólmi og verður virkni hans í 5‘3‘ átt. Eftir 

þáttatenginguna riður exónúkleasavirkni Taq pólymerasans bösum frá 5‘ endunum með 

þeim afleiðingum að flúrhópurinn og ljómdeyfirinn losna frá og aðskiljast. Við þetta 

verður mikil orkulosun og flúrhópurinn fer að ljóma, á meðan ljómdeyfirinn gefur frá sér 

mun minni orku (Strachan & Read 2010).   

1.4.2. PCR og skerðiensím 

PCR, eða polymerase chain reaction, er utan frumu DNA klónun. Hreinn DNA polymerasi 

er notaður til þess að afrita ákveðnar, valdar DNA raðir. Vegna þess hve hröð aðferðin er 

leyfir hún skimun þúsunda sýna í einu. PCR er mjög næm og öflug aðferð við DNA klónun 

og hefur verið mjög mikið notuð. Fyrsta skrefið í PCR hvarfi er að eðlissvipta DNAið sem 

að inniheldur röðina sem að magna á upp, þetta er gert með hitun. Örraðavísum, eða –

prímerum, með samsvarandi DNA röð við það DNA svæði sem magna á upp er svo leyft 

að bindast. DNA nýmyndun á sér stað þar sem örraðavísarnir verða hluti af nýmyndaða 

DNA þættinum. Eftir fyrsta hringinn í hvarfinu verða til tveir nýir DNA þættir þar sem 5‘ 

endinn er ákvarðaður af örraðavísi en 3‘ endinn framlengist framhjá hinum örraðavísinum. 

Eftir annan hringinn verða til afurðir með ákveðna 5‘ og 3‘ enda vegna örraðavísanna. 

Hvarfið gengur áfram og þegar komið er upp í 30 hringi eða fleiri er þessi afurð orðin 

ríkjandi. Örraðavísar þekkja ákveðnar, stuttar raðir sem eru yfirleitt í kringum 20 basar að 

lengd. Ef örraðavísar þekkja röðina með breytileikanum magnast hún upp í PCR hvarfinu, 

ef að þeir hins vegar þekkja röðina án breytileikans magnast hún upp í PCR hvarfinu. Þeir 

eru því upplagðir til þess að greina basabreytileika (Strachan & Read 2010).  

Skerðiensím eru yfirleitt upprunin í bakteríufrumum þar sem þær nota ensímin sjálfar til 

þess að brjóta niður utanaðkomandi DNA. Skerðiensímin eru notuð til þess að klippa 

sértækt, til dæmis þar sem breytingar eða stökkbreytingar koma fram (Strachan & Read 

2010).  

Skerðibútaklippingu er hægt að nýta við rannsóknir á breytilegum röðum í genum. 

Hlutar genanna eru þá magnaðir upp með PCR mögnunarhvarfi, þeir klipptir með 

skerðiensímum og bútarnir rafdregnir á akrýlamíðgeli til greiningar (Strachan & Read 

2010; Böðvarsdóttir 2011a).  
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2. Efni og aðferðir 

2.1. DNA einangrun  
Erfðaefnið sem var notað í rannsóknina var einangrað úr blóð- og nefstrokusýnum. 

Almennum aðferðum var beitt við sýnatöku.   

2.2. Hönnun á PCR örraðavísum og þreifurum 
Sigma-Aldrich, í samráði við Sigríði Klöru Böðvarsdóttur, hönnuðu örraðavísa og 

örraðaþreifara fyrir mögnun á OCA2 sem notaðir voru í rannsóknina. Tvö pör örraðavísa 

voru hönnuð, eitt fyrir fyrri breytileikann í útröð 5, G469A eða OCA2-1, og annað fyrir 

seinni breytileikann, A541G eða OCA2-2. Vegna vandræða sem að upp komu við mögnun 

á OCA2-1 var notast við aðra hönnun á þreifara OCA2-ex5-P1G-LNA. Tvö pör 

örraðaþreifara voru einnig hönnuð fyrir hvorn breytileika fyrir sig. Fyrir mögnun á MATP 

var notað par örraðavísa sem hannað var af Sigma-Genosys og Eurogenetic. Tveir 

örraðaþreifarar voru hannaðir af Sigma-Aldrich, í samráði við Sigríði Klöru Böðvarsdóttur, 

fyrir MATP genasætið, þ.e. C og Cr.  

Tvær aðferðir voru notaðar við hönnun á PCR (tafla 3). Aðferð eitt var fyrir OCA2, 

samskonar fyrir OCA2-1 og OCA2-2 þar sem eini munurinn var á örraðavísum og -

þreifurum. Tveir þreifarar með mismunandi flúrhóp, FAM og JOE, voru keyrðir samtímis 

fyrir hvort allele, G og A. Aðferð tvö var fyrir MATP þar sem einn þreifari, með flúrhóp 

FAM, var notaður fyrir C annars vegar og Cr hins vegar. BHQ1 ljómdeyfir var notaður á 

móti flúrhópunum í öllum tilfellum. Basaröð örraðavísa og -þreifara, bræðslustig sem 

notast var við ásamt flúrhópi og ljómdeyfi þreifara má sjá í töflu 2.  

Þynningar voru framkvæmdar á örraðavísum og þreifurum, örraðavísar voru þynntir 

10x og þreifarar 100x. Þynning fyrir OCA2 örraðavísa var framkvæmd á eftirfarandi hátt 

þar sem upphafsstyrkur var 100µM,     
   

  
      

       

  
        Þynning fyrir 

OCA2 þreifara var framkvæmd á eftirfarandi hátt þar sem upphafsstyrkur var 100 

µM,     
   

   
     

      

   
        Þynning fyrir MATP örraðavísa var framkvæmd 

á eftirfarandi hátt: 
       

  
       og fyrir þreifarann 

    

  
     . 

 

Tafla 2. Basaröð örraðavísa og þreifara, bræðslustig sem notast var við ásamt flúrhópi og ljómdeyfi 

þreifara. 

Mólikúl Flúrhópur, 5‘ Örröð, 5‘3‘ Tm, °C 

Örraðavísar:    

OCA2-ex5-1Fw  CTCCTCCTTGTTTTGTGGTTCA 65,1 

OCA2-ex5-1Rv  CTCTCCCAGGACGACTTGA 63,1 

OCA2-ex5-2Fw  AGCAGCCATGTGGATTCC 63,9 
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2.3. PCR mögnunarhvarf 
PCR mögnunarhvarfið var framkvæmt í AB 7500 RT PCR tæki sem gerir real-time PCR 

mögnun mögulega með notkun SYBR green efna eða TaqMan þreifara. Glærir PCR 

bakkar með 96 brunnum voru notaðir með átta brunna lokum eða plastfilmum, eftir því 

hversu margir brunnar voru notaðir í tiltekinni keyrslu. Heildarrúmmálið sem að fór í hvern 

brunn voru 12 µl. PCR blandan fyrir OCA2-1 og -2 innihélt 1x TaqMan
®
Universal PCR 

Master Mix, 417 nM af OCA2 örraðavísum, 85 nM af OCA2 þreifurum og um 30 ng af 

DNA. PCR blandan fyrir MATP innihélt einnig TaqMan
®

Universal PCR Master Mix, 417 

nM af MATP örraðavísum, 83 nM af MATP þreifara (fyrir C eða Cr) og um 30 ng af DNA. 

PCR prógrammið fyrir bæði hvörfin innihélt skref með AmpliTaq Gold DNA Polymerasa 

virkni og DNA eðlissviptingu í 10 mín við 95°C, þegar því skrefi var lokið tók við 40 

hringja mögnunarskref þar sem hver hringur var ein mínúta við 62,5°C fyrir OCA2 en við 

60°C fyrir MATP. Til að byrja með var OCA2 keyrt við 60°C en þar sem niðurstöður komu 

ekki nægilega skýrt fram var hitastigið hækkað um 2,5°C. Einnig var prófað að keyra 

MATP við 62,5°C, þar sem niðurstöður voru ekki marktækar fyrir Cr við það hitastig var 

það lækkað aftur niður í 60°C. Niðurstöður fyrir OCA2 voru lesnar út úr multicomponent 

plot í 7500 Fast RT PCR tækinu á meðan niðurstöður fyrir MATP voru lesnar út úr 

hrágögnum. 

 

OCA2-ex5-2Rv  CGTCCACCTGAGTCACTTC 61,0 

MATPC-Fw  CCTGCACTCACCCATGTACTACTTCATCTG 68,77 

MATP-Rv  GCAGCAGCAAGATTGCCATCTCCAG 69,43 

Örraðaþreifarar:    

OCA2-ex5-P1G-LNA JOE [JOE]TGGAT[+T]CC[+G]CG[+C]TGCTC[BHQ1] 66,2 

PROBE (nýr í stað ex5-P1G) JOE [JOE]TGG[+A]TTCCGCGCTG[+C]TC[BHQ1] 64,0 

OCA2-ex5-P1A-LNA FAM [6FAM]TGGAT[+T]CC[+A]CG[+C]TGCTC[BHQ1] 62,7 

OCA2-ex5-P2A-LNA JOE [JOE]ACCA[+C]GA[+T]GT[+G]CTCTT[BHQ1] 75,3 

OCA2-ex5-P2G-LNA FAM [6FAM]ACCA[+C]GA[+C]GT[+C]CTCTT[BHQ1] 66,5 

MATP-C FAM [6FAM]AGCAGCAAAATCAAAGAGAACC[BHQ1] 63,4 

MATP-Cr FAM [6FAM]AGCAGCAAAATTAAAGAGAACCA[BHQ1] 62,8 
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Tafla 3. Aðferðir við hönnun á PCR fyrir 

blóðsýni. Fyrri er fyrir breytileika 1 og 2 í 

OCA2, seinni er fyrir MATP. 

OCA2-1+2 µl  
 

MATP-C+Cr µl  

Vatn 2,7 
 

Vatn 0,7 

Mastermix 6 
 

Mastermix 6 

Örraðavísir 1 0,5 
 

Örraðavísir 1 1 

Örraðavísir 2 0,5 
 

Örraðavísir 2 1 

Fam þreifari 1 
 

Fam þreifari 3 

JOE þreifari 1 
 

DNA 0,3 

DNA 0,3 
 

  12 

  12 

   
 

 

 

Vegna erfiðleika við keyrslu á OCA2 var nýr þreifari hannaður eins og fyrr sagði, 

möguleiki var á því að fyrri þreifarinn hafi ekki verið nægilega sértækur og að hann hafi 

því valdið krosstengslum. Einnig var prófað að nota aðra gerð af MasterMix, JumpStart 

Taq, sem hannað var af Sigma-Aldrich þar sem bæta þurfti við ROI bakgrunnslit og með 

lágan MgCl styrk. Haldið var að MgCl styrkurinn væri of mikill í TaqMan
®
Universal PCR 

Master Mix, sem ekki var raunin. Þetta var gert í samræmi við upplýsingar sem fengust frá 

starfsmönnum Sigma-Aldrich. 

Styrkur DNA í nefstrokusýnum var mældur í NanoDrop tæki og kom í ljós að styrkur 

erfðaefnisins var ekki jafn góður og í blóðsýnunum, vegna þessa var ákveðið að auka DNA 

rúmmálið í hverjum brunni PCR bakkans úr 0,3 µl upp í 1 µl við PCR mögnun á 

nefstrokusýnunum (tafla 4). 

 

Tafla 4. Aðferðir við hönnun á PCR fyrir 

nefstrokusýni. Fyrri er fyrir breytileika 1 og 2 

í OCA2, seinni er fyrir MATP. 

OCA2-1+2 µl  
 

MATP-C+Cr µl  

Vatn 2 
 

Vatn 0 

Mastermix 6 
 

Mastermix 6 

Örraðavísir 1 0,5 
 

Örraðavísir 1 1 

Örraðavísir 2 0,5 
 

Örraðavísir 2 1 

Fam þreifari 1 
 

Fam þreifari 3 

JOE þreifari 1 
 

DNA 1 

DNA 1 
 

  12 

  12 
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e!Ensembl forritið var notað til þess að skoða basa- og amínósýruraðir OCA2 gensins í 

hestum og til þess að finna staðsetningu breytinganna fjögurra. Ásamt þessu voru 

aminósýruraðirnar fyrir OCA2 skoðaðar hjá manni og mús til samanburðar (Flicek, Amode 

o.fl. 2012). 

Sigríður Klara Böðvarsdóttir var búin að greina nokkur sýni, yfirstrikuð með gulum lit í 

töflu 6, með skerðibútagreiningu. Byrjað var á því að keyra þau sýni til þess að athuga 

virkni aðferðarinnar, að því loknu voru hin sýnin greind. Erfitt reyndist að fá Cr rétt upp og 

því var brugðið á það ráð að framkvæma skerðibútagreiningu. 

2.4. Skerðibútagreining 
Þar sem niðurstöður fyrir Cr komu ekki rétt upp var skerðibútagreining framkvæmd á 

blóðsýnunum þar sem MATP upplýsingar vantaði. Aðferð við PCR hönnun og klippingu 

má sjá í töflu 5, ásamt basaröð örraðavísa. Fyrsta skrefið í PCR prógramminu var 5 

mínútur við 94°C, næst gengu 35 hringir með 30 sek við 94°C, 30 sek við 70°C og 45 sek 

við 72°C. Við tóku 10 mínútur við 72°C og að lokum var kælt niður í 20°C. Klippingin tók 

16 klukkustundir við 65°C. Skerðiensímið Tsp509I var notað við klippinguna og fékkst frá 

New England BioLabs, ensímið klippir óvirku MATP samsætuna (C
Cr

). Þegar klippingu 

var lokið var 10 µl af Dye blandað við 10 µl af klipptu PCR afurðinni. Rafdráttargelið var 

blandað með 7,5% akrýlamíð geli, 15 µl TEMED og 30 µl AMPS. Klipptu afurðinni ásamt 

litnum, tæplega 20 µl, var skammtað í brunna akrýlamíð gelsins. 1x TAE buffer var 

notaður í rafdráttinn. Það var rafdregið í 25 mínútur við 180V. Að því loknu var gelið látið 

liggja í ethium brómíði (EtBr) í tæpa mínútu og það svo lagt í Gel Logic myndavél frá 

KODAK þar sem mynd var tekin af gelinu til frekari greiningar á klippingunni. 

 

Tafla 5. Aðferð við hönnum á PCR og klippingu PCR afurða ásamt basaröð örraðavísa. 

MATP-C+Cr µl 

 

Klipping µl 

 

Örraðavísar   

Vatn 
7,7

4 

 

Vatn 
12,

8 

 

F GAAGCTGACCTGGGCCATAAC 

dNTP 0,5 

 

10*dúi R 2 

 

R CCGCGTGAGAGCATTCC 

10*dúi 1,2 

 

Tsp509I 
0,2

5 

   F-örraðavísir 1 

 

PCR afurð 5 

   R-örraðavísir 1 

 

  20 

   Taq 

polymerase 

0,0

6 

      DNA 0,5 

        12 

      
 

 

NebCutter forritið var nýtt til þess að ákvarða skerðiensímin sem nota má við klippingu 

á OCA2 í hrossum til þess að ákvarða breytileikana fjóra í útröðum 5, 7 og 8 (Vincze, 

Posfai o.fl. 2003).  
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3. Niðurstöður 
Sýnatökuhópurinn samanstóð af 147 íslenskum hrossum þar sem bæði mátti búast við 

arfgerðum C
+
C

+
 og C

+
C

Cr
. Eins og áður sagði voru blóð- og nefstrokusýni notuð. 

Niðurstöður fengust fyrir öll blóðsýnin en einungis fyrir 7 nefstrokusýnanna. Í 

blóðsýnahópnum voru einstaklingar sem hafa gefið af sér glóbrún afkvæmi og má því 

búast við því að þeir beri Cr og/eða samsæturnar sem búast má við í glóbrúnum hrossum í 

fyrri eða seinni breytileikanum í útröð 5 á OCA2.  

 

3.1. TaqMan greining  

3.1.1. OCA2 

Í prufukeyrslum við 62,5°C og með nýjan þreifara fyrir fyrri breytileikann í útröð 5 í 

OCA2 kom allt rétt upp þegar horft var á multicomponent plot, þ.e. í samræmi við 

niðurstöður Sigríðar Klöru sem fengust við skerðibútagreiningu (Böðvarsdóttir 2010). 

Báðir breytileikarnir komu upp fyrir OCA2 nema fyrri breytileikinn kom ekki upp í sýni 

1816. Allar samsetningar á OCA2-1 og OCA2-2 komu fram eins og sjá má í töflu 6.  

Glóbrúnu hrossin komu öll upp sem GA-AG eða AA-GG eins og búist var við, sex 

einstaklingar voru með arfgerðina GA-AG og fimm þeirra með AA-GG.  Allur gangur var 

á brúnu litbrigðunum, þ.e. dökkbrúnu, brúnu, millibrúnu og móbrúnu, þar sem allar sex 

samsetningar samsætanna tveggja komu fram. Tvö móbrún hross greindust með  GA-AG 

og AA-GG. Allur gangur var á samsetningum samsætanna í rauðu, leirljósu, jörpu og 

moldóttu hrossunum. 

3.1.2. MATP 

Erfitt var að fá Cr rétt upp með TaqMan aðferðinni. Það var hægt að áætla arfgerð 

nokkurra einstaklinga, bæði út frá svipgerð og út frá þeirri vitneskju að einstaklingur hafi 

eignast glóbrúnt afkvæmi og eru þessir einstaklingar með rauðri yfirstrikun í töflu 6. 

Nokkur þerira sýna sem ekki var hægt að áætla voru klippt með skerðiensímum og 

rafdregin til þess að fá réttar niðurstöður, mynd af rafdráttargelinu með klipptu PCR 

afurðunum má sjá á mynd 8.  

Leirljósu og moldóttu hrossin eru öll með arfgerðina C
+
C

Cr
. Tveir móbrúnir 

einstaklingar hafa einnig þessa arfgerð ásamt því að vera með GA-AG eða AA-GG eins og 

fyrr segir, þetta eru hestar númer 169 og 457 og eru þeir með rauðum stöfum í töflu 6. 



11 

Tafla 6. Nöfn, arfgerðir og litur einstaklinga. Raðað eftir svipgerð. 

KE nr. Nafn: Arfgerð Litur Ex5-1 Ex5-2 Faðir 

39 Bára C
+
C

Cr
 Glóbrún GA AG  

125 Gnýr C
+
C

Cr
 Glóbrúnn GA AG  

602 Óvissa C
+
C

Cr
 Glóbrún AA GG  

700 Mugga C
+
C

Cr
 Glóbrún GA AG  

1340 Vaskur C
+
C

Cr
 Glóbrúnn vindhært GA AG  

1387 Spurning C
+
C

Cr
 Glóbrún AA GG  

2294 Þeyr C
+
C

Cr
 Glóbrúnn GA AG  

9 Móri C
+
C

Cr
 Glóbrúnn GA AG  

10 Móri C
+
C

Cr
 Glóbrúnn AA GG  

37 Gletta C
+
C

Cr
 Glóbrún AA GG  

50 Baldur 
 

Glóbrúnn AA GG  

542 Kjarkur C
+
C

+
 Dökkbrúnn AA AG X 

531 Adam C
+
C

+
 Dökkbrúnn AA GG X 

478 Kappi C
+
C

+
 Dökkbrúnn GA AG X 

677 Djarfur C
+
C

+
 Dökkbrúnn GA AG  

883 Leiftur C
+
C

+
 Dökkbrúnn AA GG X 

1180 Kolrassa C
+
C

+
 Dökkbrúnn GA AG  

1228 Náttar C
+
C

+
 Dökkbrúnn AA GG  

1232 Auður C
+
C

Cr
 Dökkbrúnn GA AA X 

1342 Abel C
+
C

+
 Dökkbrúnn GA AG  

1366 Markús C
+
C

+
 Dökkbrúnn GA AG X 

1374 Draumur C
+
C

+
 Dökkbrúnn GA AG  

1629 Kiljan C
+
C

+
 Dökkbrúnn GA AG X 

169 Fáni C
+
C

Cr
 Móbrúnn GA AG  

457 Lúkas C
+
C

Cr
 Móbrúnn AA GG  

528 Gustur C
+
C

+
 Móbrúnn GA AG X 

705 Saga C
+
C

+
 Móbrúnn AA GG  

747 Sveppur C
+
C

Cr
 Móálóttur AA AA X 

752 Ösp C
+
C

Cr
 Móblesótt GG AA  

836 Brjánn C
+
C

+
 Móbrúnn AA GG  

1099 Harka C
+
C

+
 Móbrún GA AG  

1107 Fló C
+
C

+
 Móstjörnótt AA GG  

1816 Vignir C
+
C

+
 Móbrúnn 

 
AG X 

1924 Dugur C
+
C

+
 Móbrúnstjörnóttur AA AG X 

1 Molla C
+
C

+
 Móálótt GG AA  

257 Makki SE-73 C
+
C

+
 Millibrúnn AA AA  

374 Hreimur C
+
C

+
 Brúnn AA AG X 

426 Orri C
+
C

Cr
 Brúnn GG AA X 

433 Venus C
+
C

+
 Brúnskjóttur AA AA  
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449 Þristur C
+
C

+
 Brúnskjóttur GA AG X 

575 Skorri C
+
C

+
 Brúnn GA AG X 

598 Hrannar C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

623 Klettur C
+
C

+
 Gráskjóttur/brúnn GA AA X 

662 Auðna C
+
C

+
 Brún GA AG  

677 Djarfur C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

788 Marel C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

842 Höfði C
+
C

+
 Brúnn AA GG  

861 Húmfaxi C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

867 Kolbakur C
+
C

Cr
 Brúnn GG AA  

948 Óðinn C
+
C

+
 Brúnn GG AA  

950 Óliver 
 

Brúnskjóttur GG AA  

966 Hölkvir C
+
C

+
 Brúnn GA AA  

972 Glanni C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

980 Ívar 
 

Brúnn GG AA  

1008 Sproti C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

1010 Heimir C
+
C

+
 Brúnn litföróttur GA AG  

1011 Andri C
+
C

Cr
 Millibrúnn GG AA  

1013 Mars C
+
C

+
 Brúnn AA GG  

1017 Burkni C
+
C

+
 Brúnn GG AA  

1018 Vilmundur C
+
C

+
 Brúnn GG AA  

1091 Hugar C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

1212 Dynur 
 

Brúnn GG AA  

1214 Aris 
 

Brúnn GG AA X 

1221 Þeyr C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

1230 Staðall C
+
C

+
 Brúnn AA GG  

1233 Rökkvi 
 

Brúnn GG AA  

1247 Tenór C
+
C

+
 Brúnn AA AG  

1251 Tjörvi C
+
C

+
 Brúnn AA GG  

1293 Kramsi C
+
C

+
 Brúnn GA AA  

1302 Soldán C
+
C

+
 Brúnn AA AG  

1306 Öngull C
+
C

+
 Brúnstjörnóttur GA AG  

1500 Ágústínus C
+
C

+
 Brúnn AA GG X 

2 Hreggur C
+
C

+
 Brúnn GA AG  

6 Reifur C
+
C

+
 Brúnn AA AG  

7 Tvítví C
+
C

+
 Brún GG AA  

      

 

516 Illingur C
+
C

+
 Rauðskjóttur AA AG X 

4 Skylda C
+
C

+
 Rauð GG AA  

8 Akkur C
+
C

+
 Rauður GG AA  

536 Oddur C
+
C

Cr
 Leirljós m.stjörnu+glófextur GG AA X 

1062 Fáni C
+
C

Cr
 Leirljós, hvítur GA AG X 
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5 Ísabella C
+
C

Cr
 Leirljós GA AG  

12 
 

C
+
C

Cr
 Leirljós AA GG  

13 Vaka C
+
C

Cr
 Leirljós AA AG  

16 Fífill C
+
C

Cr
 Leirljós GA AG  

      

 

1045 Kolfinnur C
+
C

+
 Jarpur GA AG X 

3 Eir C
+
C

+
 Jörp GG AA  

817 Snær C
+
C

Cr
 Gulmoldóttur GG AA X 

890 Fálki C
+
C

Cr
 Gulmoldóttur GG AA X 

23 Reynir C
+
C

Cr
 Moldóttur AA GG  

24 Gúndi C
+
C

Cr
 Moldóttur GA AG  

 

 

3.2. Basa- og amínósýruraðir OCA2 gensins 
Basa- og amínósýruraðir gensins voru notaðar til þess að staðsetja breyttu basana og 

ákvarða hvort að um amínósýrubreytingu væri að ræða. Breyttir basar og amínósýrur eru 

yfirstrikaðar með rauðum á myndum 3, 4, 5 og 6.  

 

421 TCACCGCTGGAAAGCTACTCTGTGAACCTCAGCAGCCATGTGGATTCCGCGCTGCTCCAG 

141 -S--P--L--E--S--Y--S--V--N--L--S--S--H--V--D--S--A--L--L--Q- 

 

Mynd 3. Basa- og amínósýruröð sem inniheldur fyrri breytileika í útröð 5. 

 

GAGCAC 541 ATCGTGGTGGAAGTGACTCAG 

-E--H  181 -I--V--V--E--V--T--Q- 

 

Mynd 4. Basa- og amínósýruröð sem inniheldur seinni breytileika í útröð 5. 

 

661 AAGACCTTTGAGGTACTAAGCAGAGACACTGTTTCCATCAGCATTCGAGCCTCCCTCCAG 

221 -K--T--F--E--V--L--S--R--D--T--V--S--I--S--I--R--A--S--L--Q- 

 

Mynd 5. Basa- og amínósýruröð sem inniheldur breytileika í útröð 7. 

 

                                                     K                                                                    

841 GTTCACAGAACACTGGCAGCCATGTTGGGTTCCCTCGCGGCGTTAGCAGTGCTGGCTGTG 

281 -V--H--R--T--L--A--A--M--L--G--S--L--A--A--L--A--V--L-=A=-V- 

 

Mynd 6. Basa- og amínósýruröð sem inniheldur breytileika í útröð 8. 

 

http://www.ensembl.org/Equus_caballus/Variation/Summary?db=core;g=ENSECAG00000009637;r=1:113346147-113559363;t=ENSECAT00000010293;v=rs68620135;vdb=variation;vf=178371
http://www.ensembl.org/Equus_caballus/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSECAG00000009637;r=1:113346147-113559363;t=ENSECAT00000010293;v=rs68620135;vdb=variation;vf=178371
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Ásamt amínósýruröð OCA2 í hestum, voru amínsýruraðir gensins í mönnum og músum 

einnig fundnar til samanburðar. Rauð yfirstrikun táknar breyttu amínósýrurnar í geninu á 

meðan gul yfirstrikun táknar samsvarandi raðir í geninu á milli tegunda.  

 

Hross: 
 
SFTVSFRSHSPFIQFFSSGSKDLCFTENTPLLRNSSQEKGSRCMPVYHPEFIIAEESWEN 

SSAEWEPRSLLSRESTGSSGSTSLEKGELLDGAFIRFRLSKLRRCVQWLKVAGLFAFVVV 

CSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLESYSVNLSSHVDSALLQVDLAGALVAGSSSRPGREEH 

IVVEVTQVDAPGSRWRRPQQVTHNWTIFLNPRRNERSVVSKTFEVLSRDTVSISIRASLQ 

QTPAIPLLMAHQYLRASVEAQVTIAAVILAGVYVLIIFEIVHRTLAAMLGSLAALAVLAV 

IGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVKAYQLSRGRVWAMIIML 

CLIAAILSAFLDNVTTSLLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVIFTNIGGAATAIGDPPN 

VIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFVGICFVLLFSFPLLRLLYWNKKLYNKEPSEIVELKH 

EIHVWRLTAQRISPASREETAVRDLLLGKVLALERLLACRLRTFHRQISQEDKNWETNIQ 

ELQKKHRISNRILLAKCLMVLGFVIFMFFLNSFVPGVHLDLGWIAILGAIWLLILADIHD 

FEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALAHLHLIEYVGEQTALLIKMVPEDRRLAAAIILVI 

WVSAIASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSQDPEVSLPAPPLMYALALGACLGGNGTLIGASA 

NVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFR 

 

Maður: 
 
MHLEGRDGRRYPGAPAVELLQTSVPSGLAELVAGKRRLPRGAGGADPSHSCPRGAAGQSS 

WAPAGQEFASFLTKGRSHSSLPQMSSSRSKDSCFTENTPLLRNSLQEKGSRCIPVYHPEF 

ITAEESWEDSSADWERRYLLSREVSGLSASASSEKGDLLDSPHIRLRLSKLRRCVQWLKV 

MGLFAFVVLCSILFSLYPDQGKLWQLLALSPLENYSVNLSSHVDSTLLQVDLAGALVASG 

PSRPGREEHIVVELTQADALGSRWRRPQQVTHNWTVYLNPRRSEHSVMSRTFEVLTRETV 

SISIRASLQQTQAVPLLMAHQYLRGSVETQVTIATAILAGVYALIIFEIVHRTLAAMLGS 

LAALAALAVIGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAIFSETGFFDYCAVKAYRLSRG 

RVWAMIIMLCLIAAVLSAFLDNVTTMLLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVIFTNIGGA 

ATAIGDPPNVIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFIGICLVLLVCFPLLRLLYWNRKLYNKE 

PSEIVELKHEIHVWRLTAQRISPASREETAVRRLLLGKVLALEHLLARRLHTFHRQISQE 

DKNWETNIQELQKKHRISDGILLAKCLTVLGFVIFMFFLNSFVPGIHLDLGWIAILGAIW 

LLILADIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALAHLHLIEYVGEQTALLIKMVPEEQR 

LIAAIVLVVWVSALASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSHDPEVGLPAPPLMYALAFGACLGG 

NGTLIGASANVVCAGIAEQHGYGFSFMEFFRLGFPMMVVSCTVGMCYLLVAHVVVGWN 

 

Mús: 
 
MRLENKDIRLASAVLEVELHQTSALSVPTCPDPGRLLTVKPATSNYKLGQADPCIPYAGE 

AAGKSVCVPEHTEFGSFLVKGSSSLKDLSFKEDTPLLWNSSQKKRSQLMPVHHPEFIATE 

GSWENGLTAWEQKCMLGKEVADLSALASSEKRDLAGSVHLRAQVSKLGCCVRWIKITGLF 

VFVVLCSILFSLYPDQGKFWQLLAVSPLENYSVNLSGHADSMILQLDLAGALMAGGPSGS 

GKEEHVVVVVTQTDAAGNRRRRPQQLTYNWTVLLNPRSEHVVVSRTFEIVSREAVSISIQ 

ASLQQTRLVPLLLAHQFLGASVEAQVASAVAILAGVYTLIIFEIVHRTLAAMLGALAALA 

ALAVVGDRPSLTHVVEWIDFETLALLFGMMILVAVFSETGFFDYCAVKAYQLSRGRVWAM 

IFMLCLMAAILSAFLDNVTTMLLFTPVTIRLCEVLNLDPRQVLIAEVIFTNIGGAATAIG 

DPPNVIIVSNQELRKMGLDFAGFTAHMFLGICLVLLVSFPLLRLLYWNKKLYNKEPSEIV 

ELKHEIHVWRLTAQRISPASREETAVRGLLLEKVLALEHLLAQRLHTFHRQISQEDKNWE 

TNIQELQRKHRISDRSLLVKCLTVLGFVISMFFLNSFVPGIHLDLGWIAILGAIWLLILA 

DIHDFEIILHRVEWATLLFFAALFVLMEALTHLHLVEYVGEQTALLIKMVPEDQRFAAAI 

VLIVWVSALASSLIDNIPFTATMIPVLLNLSQDPEISLPALPLMYALALGACLGGNGTLI 

GASTNVVCAGIAEKHGYGFSFMEFFRLGFPVMLMSCTIGMCYLLIAHIVVGWN 

 

Mynd 7. Amínósýruraðir OCA2 gensins í hrossi, manni og mús. 
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3.3. Skerðibútagreining 
Skerðibútagreining var framkvæmd á nokkrum mikilvægum sýnum til þess að ákvarða 

arfgerðina. Sýnin sem urðu fyrir valinu voru sýni 374, 531, 623, 747, 1232, 1340, 1387, 

1924 og 2294. Rafdráttargel með klipptu PCR afurðunum má sjá á mynd 8 þar sem 

ladderinn er í fyrsta brunninum og svo sýnin níu í sömu röð og þau eru talin upp hér á 

undan. Skerðiensímið klippir óvirku MATP samsætuna (C
Cr

). 

 

 

Mynd 8. Rafdráttargel með klipptu PCR afurðunum. 

 

NebCutter prógrammið var notað til að leita að skerðiensímum sem henta best fyrir 

breytileikana fjóra (Vincze, Posfai o.fl. 2003). Þau ensím sem klippa einungis aðra röðina, 

þ.e. þegar breytileikinn er ekki til staðar eða þegar hann er til staðar, voru valin. Ásamt 

þessu er best að finna skerðiensím sem klippir aðeins einu sinni. Myndir af skerðiensímum 

sem klippa raðirnar í kringum breytileikana fjóra má sjá á myndum 9-12. 

Við val skerðiensíma í skerðibútagreiningu er best að velja ensím sem að klippir aðeins 

einu sinni nálægt breytileikanum og er ekki háð metýleringu. Skerðiensímin sem notuð 

voru við skerðibútagreiningu á OCA2 voru valin út frá virkni (þ.e. ekki metýlnæm), 

ensímstyrk og verði. Þegar myndir 9-12 eru skoðaðar má sjá hvaða skerðiensím klippa 

röðina bara einu sinni og hvaða skerðiensím er hægt að nota annað hvort þegar 

breytileikinn er til staðar eða þegar hann er ekki til staðar. Skerðiensímin sem nota má á 

fyrri breytileikann í útröð 5 eru AciI, BstUI, HinP1I og HhaI sem öll klippa þegar 

breytileikinn er ekki til staðar, þ.e. þegar G basinn er ekki breyttur í A basa. Á mynd 9 C 

má sjá hvernig hvert þeirra klippir röðina. HinP1I og HhaI klippa röðina á sama stað. 
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Mynd 9 A. Skerðiensím sem klippa röðina án fyrri 

breytileikans í útröð 5 

 
 

Mynd 9 B. Skerðiensím sem klippa röðina með 

fyrri breytileikanum í útröð 5 

 

 

Mynd 9 C. Skerðiensím sem nota má til að finna fyrri breytileikann í útröð 5 og hvernig 

þau klippa röðina. 

 

Skerðiensímin sem hægt er að nota við greiningu á seinni breytingunni í útröð 5 eru 

HpyCH4IV, BmgBI og Hpy991 sem öll klippa einungis einu sinni þegar breytileikinn er til 

staðar, þ.e. þegar A basinn er breyttur í G basa. Á mynd 10 C má sjá hvernig hvert þeirra 

klippir röðina. 
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Mynd 10 A. Skerðiensím sem klippa röðina án 

seinni breytileikans í útröð 5.  

Mynd 10 B. Skerðiensím sem klippa röðina 

með fyrri breytileikanum í útröð 5. 

 

 

Mynd 10 C. Skerðiensím sem nota má til að finna seinni breytileikann í útröð 5 og hvernig 

þau klippa röðina. 

 

Skerðiensímin sem nota má við greiningu á basabreytingunni í útröð 7 eru TspRI, 

BtsIMutI og HpyCH4III sem öll klippa einu sinni þegar breytileikinn er ekki til staðar, þ.e. 

þegar T basinn er ekki breyttur í C basa. Á mynd 11 C má sjá hvernig hvert þessara 

skerðiensíma klippir röðina. 

 

 

Mynd 11 A. Skerðiensím sem klippa röðina án 

breytileikans í útröð 7. 

 

Mynd 11 B. Skerðiensím sem klippa röðina 

með breytileikanum í útröð 7. 
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Mynd 11 C. Skerðiensím sem nota má til að finna breytileikann í útröð 7 og hvernig þau 

klippa röðina. 

 

Skerðiensímin sem hægt er að nota við greiningu á breytileikunum í útröð 8 eru Cac8I, 

CviKI-1 og MwoI sem að klippa öll einu sinni þegar breytileikinn er ekki til staðar, þ.e. 

þegar G basinn er ekki breyttur í T basa. Cac8I og MwoI eru ekki næm fyrir metýleringu 

en CpG metýlering getur hindrað virkni þeirra, því væri líklega best að nota CviKI-1. Á 

mynd 12 C má sjá hvernig hvert þessara skerðiensíma klippir röðina. 

 

Mynd 12 A. Skerðiensím sem klippa röðina án 

breytileikans í útröð 8. 

 

Mynd 12 B. Skerðiensím sem klippa röðina með 

breytileikanum í útröð 8. 

 

 

Mynd 12 C. Skerðiensím sem nota má til að finna breytileikann í útröð 8 og hvernig þau 

klippa röðina. 
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4. Umræður 
Sýnahópurinn minnkaði töluvert þar sem nefstrokusýnin voru ekki í góðum styrk eða 

260/280 hlutfalli. Niðurstöður fengust fyrir 89 einstaklinga. Af þessum 89 var lang stærsti 

hópurinn brún hross, eða rúmlega 70% af þýðinu. Búist var við því að brúnu hrossin hefðu 

ekki C
+
C

Cr
 og GA-AG/AA-GG saman þar sem gert var ráð fyrir því að þetta væri arfgerðin 

á bak við glóbrúna litinn. Þrátt fyrir þetta kom í ljós að tveir móbrúnir hestar voru með 

þessar arfgerðir. Þessi sýni verður að skoða betur þar sem vel gæti verið að þeir hafi verið 

vitlaust litgreindir. Staðfestingu á litgreiningunni þyrfti að koma frá Guðna Þorvaldssyni 

sem er sérfræðingur í litgreiningu íslenska hestsins. 

Hægt var að áætla arfgerð nokkurra hrossa út frá lit einstaklinga og þeirri vitneskju að 

þeir hafa eignast glóbrúnt afkvæmi. Brúnu hrossin eru sum hver með C
+
C

Cr
 á meðan flest 

eru með C
+
C

+
, ein óvirk MATP samsæta hefur ekki alltaf áhrif á brúna litinn. Ekkert 

hrossana var með C
Cr

C
Cr

 enda veldur það næstum hvítum lit og enginn einstaklingur bar þá 

svipgerð í þýðinu okkar (Mariat, Taourit o.fl. 2003; Rieder 2009). Breytileikarnir í útröð 5 

á OCA2 virðast ekki heldur hafa áhrif á hversu dökkur brúni liturinn er hjá hrossunum með 

bæði MATP eintökin virk. Samkvæmt niðurstöðum eru allir rauðu hestarnir og öll jörpu 

hrossin með arfgerðina C
+
C

+
, hins vegar eru öll leirljósu og moldóttu hrossin með C

+
C

Cr
, 

sem er í samræmi við það sem búist var við (Mariat, Taourit o.fl. 2003; Rieder 2009). Það 

er því MATP sem hefur áhrif á lýsinguna eins og áður hefur komið fram á meðan 

breytileikarnir tveir í útröð 5 á OCA2 virðast engin áhrif hafa nema þegar kemur að 

glóbrúna hrossalitnum, og þá þegar grunnliturinn er brúnn með eina óvirka MATP 

samsætu. 
 

Framkvæmdar voru athuganir á því hvort að stofninn fylgir Hardy Weinberg lögmáli. 

Tíðni samsætanna breytist ekki á milli kynslóða ef að lögmálið heldur og þarf æxlun að 

fara fram algerlega tilviljanakennt. Hardy Weinberg má útfæra fyrir fleiri en tvær samsætur 

og voru reikningarnir því framkvæmdir fyrir hvora samsætu fyrir sig og svo fyrir þær 

saman. Sýnahópurinn var ekki algerlega tilviljanakenndur þar sem aðallega var valið fyrir 

glóbrúnum og brúnum einstaklingum.  Hugbúnaðarforritið R var notað við reikninga þar 

sem X
2
=1.3764, p-gildi=0.2787 fékkst fyrir fyrri samsætuna og X

2
=0.024, p-gildi=1 fyrir 

þá seinni. Þar sem p-gildi eru hærri en 0,05 þýðir það að samsæturnar víkja ekki frá Hardy 

Weinberg lögmálinu, þ.e. gögnin benda til þess að þær séu í jafnvægi í þessu sýni. OEGE, 

Online Encyclopedia for Genetic Epidemiology studies, var einnig notað til þess að athuga 

fylgni við Hardy Weinberg og kom í ljós að samsæturnar víkja ekki frá Hardy Weinberg 

líkt og sýnt var fram á með R-inu.  

Við athuganir á basa- og amínósýrum OCA2 gensins í hestum var hægt að staðsetja 

basa- og amínósýrubreytingarnar, þegar það átti við. Fyrri basabreytingin í útröð 5 er G 

basi í A basa, eða G469A þar sem alanine verður að threonine, eða A157T. Seinni 

basabreytingin í útröð 5 er úr A basa í G basa, eða A541G, þar sem isoleucine verður að 

valine, eða I181V. Basabreytingin í útröð 7 er úr T basa í C basa í wobble stöðu, eða 

T690C, og veldur hún ekki amínósýruskiptum. Fjórða breytingin sem var skoðuð var í 

útröð 8 þar sem G basi verður að T basa, eða G895T, sem veldur amínósýrubreytingu úr 

alanine í serine, eða A299S. 

Samanburður á amínósýruröð OCA2 gensins í hrossi, manni og mús sýndi að engin 

samsvörun er á milli hross og músar þar sem breytileikarnir fundust. Samsvörun finnst þó 
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hjá hesti og manni. Breyttu amínósýrurnar í útröð 5 og í útröð 8 eru með samsvarandi raðir 

hjá hrossi og manni í kringum amínósýruna (mynd 7). Fyrsta breytingin í útröð 5 hjá hrossi 

er úr alanine í threonine, threonine er sú amínósýra sem að finnst í samsvarandi röð hjá 

manni þannig að amínósýran virðist ekki vera vel varðveitt á milli tegundanna en röðin í 

kring virðist þó vera það. Annar breytileikinn í útröð 5 hjá hrossi er úr isoleucine í valine, í 

manni finnst einnig amínósýran isoleucine í samsvarandi röð og því virðist amínósýran 

ekki vera vel varðveitt á milli tegundanna en röðin í kring virðist þó vera það líkt og með 

fyrir breytileikann. Mesta varðveislan á milli tegundanna tveggja, hross og manns, virðist 

vera á röðinni sem kemur á eftir amínósýrubreytingunni í útröð 8 þar sem 48 amínósýrur 

eru samsvarandi á milli þeirra. Breytta amínósýran í hrossi, serine, finnst þó ekki í manni 

og því virðist varðveisla amínósýrunnar ekki vera mikil þrátt fyrir mikla varðveislu á 

röðinni sem á eftir kemur. Amínósýruskiptin eiga sér stað í útröðum 5 og 8 hjá hrossi eins 

og fyrr segir, í manni finnast amínósýrurnar í útröðum 6 og 9. Fyrri breytileikarnir tveir og 

samsvarandi raðir í hrossi finnast í útröð 6 hjá manni. Seinni breytileikinn er í útröð 9 hjá 

manni og teygir samsvarandi röðin sig yfir í útröð 12, í hrossi liggur samsvarandi röðin frá 

útröð 8 til útraðar 11. 

Ef að gert er ráð fyrir því að móbrúnu hrossin hafi verið rangt litgreind og að þau séu í 

raun og veru glóbrún má draga þá ályktun að annar eða báðir breytileikarnir á OCA2 hafi 

áhrif við glóbrúnu litaákvörðunina í íslenska hestinum. Þegar sýni númer 1232 er skoðað, 

Auður sem er dökkbrún að lit, kemur í ljós að hún hefur arfgerðina C
+
C

Cr
 og er með GA-

AA, út frá þessum niðurstöðum má áætla að seinni breytileikinn, A541G,  hafi afgerandi 

áhrif á glóbrúna litinn. Það þyrfti þó að skoða stærri sýnahóp til þess að staðfesta þessar 

niðurstöður þar sem eingöngu eitt hross hefur þessa arfgerð í rannsóknarhópnum sem 

fengist var við hér. 
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