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Abstract

In the present study some strains that were isolated from soil samples
from the island Surtsey, were analyzed and observed if those strains were rare
or could be found in other soil types. 34 strains isolated on TSA agar were
chosen for attempt of isolation of DNA and sequencing with 16s rDNA-
specific primers. Screening procedure used Multiplex PCR, with specifically
designed primers based on sequences from three strains that were run against
the NCBI data base; Arthrobacter oxydans, Sporosarcina aquimarina og

Paenibacillus xylanexedens.

Microbial communities vary by chemical and physical composition of
the soil they occupy and the soil has especially high species richness in small
niches that are extremely variable. pH value of the soil, nutritional cycles and
hydraulic conductivity have great affect on the constitution of microbial
communities in the soil and different soil types provide varying conditions for
bacteria. Therefore microbial communities in new soil that is relatively nutrient
deficient and conduct water well can be very different from those you can find

in more vegetative and mature soil.

The result of this research was that the strains that were able to be
sequenced showed highest likeness to species that are commonly found in a
cold climate like in the Arctic and their optimum condition seemed to be
around neutral pH value much like can be found in Surtsey. The screening with
Multiplex PCR was, however, unsuccessful so no result was obtained from that
part of the result.

Keywords: Surtsey, volcanic soil, soil bacteria, 16s rDNA sequencing,
Multiplex PCR
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Utdrattur

[ rannsdkn pessari voru skodadir stofnar sem voru reektadir upp ar
jardvegssynum Ur Surtsey og athugad hvort um veeri ad reeda sjaldgeefa stofna
eda stofna sem meetti finna i 6drum jardvegsgeroum. Reynt var ad eingangra ar
34 stofnum sem raektadir voru & TSA ati og stofnarnir radgreindir med 16s
rDNA radgreiningu. Skimun var framkveemd med Multiplex PCR, par sem
primerapdr voru sérhonnud eftir rodum priggja stofna sem komu upp i
samkeyrslu vid gagnagrunn NCBI; Arthrobacter oxydans, Sporosarcina

aquimarina og Paenibacillus xylanexedens.

Orverusamfélog eru misj6fn eftir baedi efnasamsetningu og edli
jardvegarins sem pau eru i, en jardvegur er sérlega rikur af bakteriutegundum i
smaum vistkerfum sem eru sibreytileg. Syrustig jardvegar, naringarefna
hringrésir og vatnsleioni hefur mikil ahrif & samsetningu drverusamfélagsins i
jardveginum og mismunandi jardvegstegundir veita breytileg skilyrdi fyrir
bakteriur. bvi getur drverusamfélag i nyjum jardvegi sem er tiltdlulega
neeringarefnasnaudur og leidir vatn vel verid mjog 6likt pvi sem er ad finnast i

gréourrikari og proskadri jarovegi.

Nidurstédur rannsdknarinnar syndu ad peir stofnar sem komu vel ar
radgreiningu reyndust likir algengum tegundum sem finnast i kdldu loftslagi
eins og a nordurslédum og virtust kjorskilyrdi flestra tegundanna vera vid
hlutlaust syrustig sem svipar til peirra adsteedna sem finnast i jarovegi
Surtseyjar. Hinsvegar tokst ekki framkvaemd Multiplex PCR eins og tla

skyldi og fengust pvi engar nidurstddur i peim hluta.

Lykilord: Surtsey, eldfjalla jardvegur, jarovegsbakteriur, 16s rDNA
radgreining, Multiplex PCR
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Markmid

Markmid rannsoknar var ad skoda bakteriustofna sem reektadir hofdu verid ar
jardvegssynum fra Surtsey og athuga hvers konar tegundir veeri ad finna i
jardveginum par med radgreiningu og sidan ad athuga hvort um veri ad reeda
sérsteeda stofna a nyju landsvaedi, eda stofna sem ma finna & megin eyjunni,

med pvi ad skima énnur umhverfissyni med Multiplex PCR og sérteekum

primerum.
[ verkefninu verdur reynt ad svara eftirfarandi spurningum:
e Hvada stofna er ad finna i nylegum jardvegi Surtseyjar?

e Eru stofnarnir sem finnast i Surtsey einkennandi fyrir pa stofna sem

finna mé& & nordursléoum eda eru peir af framandi sl6dum?

e Finnast stofnarnir i 6drum 6likum jardvegsvistkerfum & islandi?
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1 Inngangur

1.1 Jardvegur

purrlendi jardar spannar um 29% af yfirbordi hnattarins og eru um 80% af pvi
pad sem vid kéllum jardveg i tiltélulega vidtekri merkingu. Jardvegur
samanstendur af smadum 6gnum sem eru af ymsum toga og smaum holum sem
eru fylltar af lofti eda vatni. Med mismunandi hlutfallslegri samsetningu &
pessum 6gnum og holum faum vid mismunandi tegundir af jardveg. Hann er
einnig mikilveaeg nattaru audlind, par sem hann er nyttur vid landbunad og
skogreekt (vanLoon og Duffy, 2004).

1.1.1 Jardvegsmyndun

Jardvegur myndast vid vedrun & grjéthnullungum sem brotna nidur i agnir &
I6ngum tima og gerist pad med tvenns konar vedrun, efnafradilegri og
aflfraedilegri. Vid aflfraedilega vedrun verdur haeg molnun grjéthnullunganna
vegna hitabreytinga og fyrir tilstilli vinda og vatns. Efnafraedileg vedrun gerist
samtimis og eru pad einkum prenns konar efnahvorf sem hafa i for med sér ad
ymsar malmeindir falla Ut i 6gnum ur grjoétinu, en pad eru vatnsrof,

oxunarhvorf og klébinding (e. chelation) (vanLoon og Duffy, 2004).

Vid vedrunina myndast einungis 6lifreen efnasambdnd, en jardvegur inniheldur
lika lifreen efnasambdnd blondud saman vid hann i mismiklu magni. Yfirleitt er
hlutfallsegt magn lifreenu efnanna litid, en pratt fyrir pad spila pau mikilveegt
hlutverk i edlislegum og efnislegum hvorfum i jardvegi eins og
kolefnahringnum sem demi (vanLoon og Duffy, 2004). Efnasamsetning
jarovegsins sjalfs fer svo eftir upphaflegri edlis- og efna- samsetningu
grjéthnullunganna sem vedrudust nidur og myndudu jardveginn og einnig fer

pad eftir vedrunarferlunum sem sau um nidurbrotid (vanLoon og Duffy, 2004)
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1.1.2 Skipting jardovegs

proskadur jarovegur er lagskiptur og sést pad yfirleitt vel hvernig hvert lag
liggur ef tekinn er pverskurdur & hann. Hann skiptist i A-lag, B-lag og C-lag,
og 6nnur minni 16g eins og O-lag, E-lag og H-lag, og eru pessi 16g misbreid
eftir loftslagi og aldri jardvegsins. A-lag er dekksta og efsta lagid sem
inniheldur hvad mest af lifreenum efnum sem hafa myndast vid rotnun daudra
plantna og dyra og vid éndun og efnaskiptaferla jardvegsbakteria sem lifa par
(Press og Siever, 1994). | pessu lagi liggja reetur plantna sem mynda lifreen efni
sem eru ad mestu leyti brotin nidur og nytt aftur i neringarhringjum i
jardveginum. Mikill hluti af 6rverusamfélagi jardvegsins er einnig stadsettur i
bessu jardlagi, enda margar tegundir bakteria sem sja um ad gera naringu
faanlega med endurnytingu & adurnefndum lifrenum efnum (Staley, Gunsalus,

Lory og Perry, 2007).

Snid jardvegs (e. soil profile) getur verid mismunandi eftir pvi hvernig
samsetning laganna er, sem voru nefnd hér ad ofan, og hafa verid bdin til morg
flokkunarkerfi ut fra lysingum & pessum snidum. USDA-kerfid er vida notad til
ad lysa jardvegssnidum, en pad byggir eingéngu a lysingum a
jarovegssnidunum sjalfum en ekki & pvi hvernig tiltekid jardvegssnio

myndadist (vanLoon og Duffy, 2004).

Flokkun & jardvegi eftir Soil Textural Triangle
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Einnig segir petta til um byggingu hans og hversu vel hann leidir vatn. Allt eru
betta edlislegir paettir sem verda vegna pess ad agnastaerd sands, leirs og silts er
misjofn. Leir agnir eru minnstar, eda um 2 um, og mynda paer mestu péttnina,
pannig ad leirrikur jardvegur leidir illa vatn og inniheldur litid sarefni, en er
pratt fyrir pad oft rikur af lifrenum efnum og frummalmum sem gefur hentugar
vaxtaradstedur fyrir plontur. Sandur er hinsvegar léttari i sér par sem ad
agnirnar eru steerri, 20-200 um sem telst vera finn sandur og 200 pm —2 mm
sem telst vera grofur sandur, og er pvi meiri myndun & holum og minni péttni.
Sandurinn leidir vatn vel og er strefnismikill, en hinsvegar eru efnispeettir hans
adallega bara frummalmar sem er léleg uppspretta fyrir neringu (vanLoon og
Duffy, 2004).

1.1.3 islenskur jardvegur

Islenskur jardvegur er ad langmestu leyti svokéllud eldfjallajord, sem pekur um
1% af yfirbordi purrlendis 4 jordinni, eda & ensku andosol, en ,,an-do* pydir
dokkur jardvegur & japonsku. Island er langsteersta landsveaedi Evropu med
bennan eldfjallajardveg og einkennist pessi gerd jardvegar af sérstokum
leirsteindum sem eru af annari 16gun en leirsteindir i hefdbundnum jardvegi,

par sem peer eru kulu- eda nalar- laga og mynda peer klasa sem greinast sem silt.
Klasarnir samloda ekki likt og bladlaga leirsteindirnar gera i pessum
hefdbundna jardvegsleir sem gerir hann pvi mjog edlisléttan og streymir vatn
mjog greidlega i gegnum hann par sem ad hann svipar til siltriks jardvegs med

leirsteindirnar i klasaformi (Jardvegsstofa, 11. febriar 2013).

Eitt einstakt einkenni islensks jardvegs eru miklar eydimerkur, pratt fyrir rakt
loftslag i meirihluta landsins, en pad er ad miklu leyti vegna mikilla frost og
pidnunar hringrasa sem hafa stor ahrif a eiginleika jardvegarins og landmétun a
yfirbordi hans. islenski jardvegurinn er adallega basaltgjoska sem komid hefur
ar nylegum eldgosum i jardfraedilegum skilningi og pessi basaltgjoska vedrast
b6 nokkud hratt, svo ad vedrun & islandi er tiltélulega hrod (Olafur Arnalds,
2008).
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1.1.4 Orverusamfélag i jardvegi

Orverur i jardvegi eru um 0,05-0,5% af heildarlifmassa i efstu 15 cm jardvegs i
nattirulegu umhverfi (vanLoon og Duffy, 2004). [ adeins 1 grammi af jardvegi
geta verio yfir 4000 mismunandi tegundir Gr mismunandi bakteriuh6pum
(Torsvik et.al. 1990). Magn 6rveranna fer minnkandi pvi nedar sem farid er i
jardveginn og hlutfallslegt magn peirra i jardveginum fer eftir edlis- og
efnafraedilegum eiginleikum 6rumhverfisins, &samt raka og magni lifreenna
efna (Barton og Northup, 2011).

Orverurnar finna blsvadi sin i smaum holum sem eru i jardveginum og eru af
ymsum steerdum og mismargar eftir samsetningu jardvegarins, eins og kom
fram hér ad ofan, sem gerir jardveginn ad afar fjolbreytilegu basvaedi. Flestar
orverur sem bua i jardvegi purfa vatn til ad lifa og hreyfa sig, enda er jardvegur
oft talinn vera halfgert vatnablsveedi par sem holurnar innan kornanna i

jardveginum fyllast af vatni (Jeffrey o.fl., 2010).

Busvadi orveranna eru svo sma ad styrkur sdrefnis eda syrustig getur haft
mikil &hrif & umhverfi. Einungis smé breyting eda rask & pessum pattum getur
leitt til mikilla breytinga a drveruflorunni, en bakteriur geta breytt syrustigi
med oxunar- og afoxunar- hvérfum. Vid oxun verdur umhverfid sart og
bakteriurnar losa ymsa méalma ur steinum og grjéti og med samvinnu nokkurra
stofna geta myndast pétt 16g af tilteknu malmgryti (Barton og Northup, 2011).
Fierer og Jackson (2006) skodudu jardvegssyni um gervalla Ameriku og
komust ad peirri nidurstodu ad fjolbreytileiki bakteria var mestur par sem

syrustig var hlutlaust og minnkadi eftir pvi sem umhverfid vard surara.

Efnasamsetning umhverfis hefur ekki adeins ahrif & 6rverusamfélag, heldur
lika samskipti & milli 6rveranna sjalfra sem getur verid af betri eda verri
endanum. ber geta hjalpast ad eda verid i samkeppni og fer edli samskiptanna
eftir fjolda drveranna. Samskiptin geta falist i breytingu & syrustigi, i ad
fjarleega eiturefni og surefnissameindir og breyta osmosuprystingi til ad auka
lifsskilyrdi fyrir sig, adra eda alla, sem synir ad svona litil samféldg geta verid
bysna flokin pratt fyrir smeaedina (Barton og Northup, 2011).
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Samkeppni um naringu og plass eda arasir virusa sem geta drepid bakteriurnar
geta lika &tt storan pétt i ad mata fjolbreytni florunnar og samsetningu
samfélagsins. Bakteriufagarnir geta radist & rikjandi bakteriustofna, sem halda
peim nidri og leyfa vikjandi bakteriustofum ad njota sin og viohalda pannig
erfoafjolbreytni. Adrir hrifapaettir & samsetningu samfélagsins sem ekki hafa

verid nefndir eru hiti, saltstyrkur og 1jés (Barton og Northup, 2011).

1.1.5 Jardvegsbakteriur

Jardvegsbakteriur purfa ad vera hardgerar og polnar lifverur og vera tilbunar ad
takast & vid purrkatimabil par sem ad adgengi ad vatni er breytilegt. baer
leggjast i dvala med ymsum heetti, til deemis med pvi ad mynda gro, eins og til
deemis Clostridium og Bacillus gera, eda med pvi ad mynda vokvafylltar
blédrur eins og Azotobacter gera, og virkjast peer pa og lifna vid pegar vatn eda

raki kemur aftur i jardveginn (Staley o.fl., 2007).

Bakteriur sem lifa i jardvegi taka patt i ymsum hringrasum neringarefna, par
sem peer sjd um ad gera naringarefni adgengileg eda fjarleegja pau ar
umhverfinu (Staley o.fl, 2007). Hringrasirnar sem meetti helst nefna eru nitur-,
kolefna-, fosfor- og salfar- hringrasirnar. Jardvegurinn er rikur af kolefnum i
formi lifreenna efna sem verda fyrir nidurbroti bakteria og sveppa asamt pvi ad
margar bakteriur og fornbakteriur binda koldioxid ur andrumslofti eda 6drum
efna uppsprettum og breyta i lifreen efni sem frumframleidendur (Staley o.fl.,
2007, Barton og Northup 2011). Fosfér er mikilvaegt efni til framleidslu &
sameindum eins og DNA og RNA innan bakteriunnar og er gjarnan
takmarkandi pattur i umhverfinu, svo ad bakteriurnar reyna ad geyma pad
fosfat sem peer geta tekid upp med fosfatasa ensimum sem forda. Fosfatasa
ensimin sem bakterian seytir Gt brjota nidur lifreen fosfér efnasambénd og losa
6lifreena fosfatid sem bakterian tekur sidan upp (Barton og Northup, 2011).
Salfar er mikilveegt byggingarefni fyrir proteinsameindir og nota margar
bakteriur sulfat sem uppsptrettu sulfurs til ad mynda aminosyrurnar, asamt pvi
ad sulfat er notad sem lokaelektronupegi i loftfirrdri ndun og sem orkugjafi i
loftfirroum bakterium (Staley o.fl. 2007, Barton og Northup 2011).
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Niturhringrasin er po liklegast st einna mikilveaegasta af peim 6llum, par sem
nitur er naudsynlegt byggingarefni bakteriunnar til framleidslu & proteinum og
nukledtioum. Bakteriur og fornbakteriur hafa sérstaklega mikil ahrif & pessa
hringras par sem par framkvema niturfixun sem er einkennandi fyrir
dreifkjornunga, par sem nitur ur andramslofti er breytt i lifreent
nitur/amindsyruhop (-NH,) med pvi ad rjufa prefalda tengid a milli
niturfrumeindanna med ensiminu nitrogenasa. Pessi ensim geta verio
mismunandi ad uppbyggingu eftir pvi hvada malmeindir eru til stadar i
umhverfinu sem undirstrikar pad hversu mikilveeg niturfixun er fyrir
dreifkjornungana. Niturfixandi bakteriur eru til demis Verrucomicrobia,
Deinococci og Proteobacteria. Lifraena nitrid er svo bundid sem ammoniak
(NHs) i jardveginum med ammoniaksmyndun. Ammaniak er po 0stédugt og
fljott breytt i nitrit (NO,-) sem er pa nanast samstundis breytt i nitrat (NO3-) af
nituroxandi bakterium par sem ad nitrit i miklu magni getur haft eiturahrif &
lifverur. Nitratinu er svo haegt ad breyta a prja vegu; med denitrification par
sem pvi er breytt aftur i niturgas og losad Ut i andramsloftid, med pvi ad breyta
nitrati i ammoniak med ammonification svo pléntur og érverur geti tekid pad
upp og nytt sér ef ammadnium jénir eru ekki til stadar og svo med pvi ad breyta
nitrati i lifreent nitur (Staley o.fl. 2007, Barton og Northup 2011, vanLoon og
Duffy 2004, Bock og Wagner 2006).

I Nitrogen in atmosphere (N,) |

Denitrifying
bacteria
Nitrogen-fixing Nitrates
bacteria in root e (NO3™)
nodules of Decomposers (aerobic
legumes and anaerobic
bacteria and fungi)
Nitrifying
Ammonification < bacteria
Nitrification

| Ammonium (NH,*) l Nitrites (NO, ™)

Nitrifying

Nitrogen-fixing soil bacteria bacteria

Mynd 2 - Niturhringurinn
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1.2 Surtsey

Surtsey hefur fra upphafi pott ahugaverd til rannsokna & framvindu lifs & nyjum
landsvaedum, sem i pessu tilviki reis upp ur sjénum vid nedansjavareldgos, og
til ad fylgjast med pvi hvernig vistfraedi eyjunnar hefur breyst fra myndun
hennar og hvernig landnemar hennar hafa ferst i aukana. Gosid sem skapadi
eyjuna hofst pann 14. nGvember 1963 sunnan Vestmannaeyja og sast pad
upphaflega sem gosstrokur sem teygai sig hatt upp ar tveimur gigum og dreifdi
6sku og vikur i sjoinn i kringum strékana. Eyjan hl6dst smam saman upp undir
sjavarbordi og nadi upp fyrir pad strax ad morgni 15. névember, prem dégum
sidar var dskukeilan sem st6d uppur sjonum ordin 40 metrar a had og pann 20.

november nadi han 70 metrum (Sturla Fridriksson, 1994).

Eyjan hélt afram ad risa ur se med sprengigosi, 6skufalli og hraunflédi, og var
sibreytileg i lengri tima par sem vindar feyktu lausri gjosku eyjunnar um og
sjor fleddi inn um gigveggina, sem olli sprengingum pegar hann snéggkeeldi
heita kvikuna, og enn meiri dreifing vard a gjoskunni i naerliggjandi sjé asamt
bvi ad nyjir og minni gigar myndudust a 6drum stédum & eyjunni. Smam
saman myndadist stor hraungosbrunnur med bérmum sem komu i veg fyrir ad
sjor fleeddi inn um gigveggina og féru pa hraunstrékar ur gléandi kviku ad
slettast upp ur og hraunfleemid, sem vall dr gigum eyjunnar og rann eftir
lokudum a&dum hennar, myndadi hardgert og polmikid hraun sem vardi eyjuna
gegn rofi vatns og vinda og kom i veg fyrir ad hin myndi hverfa aftur i s&
(Sturla Fridriksson, 1994).

Gosid hélt afram med hléum til 5. juni 1967 pegar sast sidast renna hraun i
Surtsey og var pa &tlad ad um 1,1 km® af gosefnum hafi verid sptid upp af
hafsbotni og af pvi hafi 70% verid gjéska og 30% hraun. 2,7 km? purrlendi
myndadist ad gosi loknu og var pad adeins um 9% af heildargosefnum
Surtseyjargossins (Sturla Fridriksson, 1994). Var petta med lengstu gosum sem
hafa stadid yfir hér & landi, eda i rimlega prju og halft ar.

Snemma a lifsskeidi eyjunnar fundust lifverur i sérsteedum adsteedum sem

eyjan veitti og var einstakt til jardfraeedilegra og liffreedilegra rannsokna, en til
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ad halda pvi umhverfi sem hafdi skapast var gengid i fridunaradgerdir til ad
takmarka umferd manna um eyjuna til ad draga ar ahrifum peirra par og pau
yrdu eins litil og mdgulegt veeri. Eyjan var fridlyst af Natturuverndarradi 1965
og hefur Surtseyjarfélagio fra pvi verid med umsjon med eyjunni og bannad er
ad fara par & land nema med leyfi félagsins og er pad yfirleitt einungis veitt i

rannsoknarskyni (Sturla Fridriksson, 1994).

Med fridlysingu eyjunnar hefur fengist mikid magn upplysinga um landndm
plantna og dyra & rimlega 40 éara timabili. Sérstada eyjunnar i rannsoknum um
landnam lifvera og myndun jardvegs eftir gifurlegar raskanir og landsumbrot er
mikil vegna takmarkads adgangs ad eyjunni pvi hagt er ad fylgjast med
pessum ferlum fra nattarunnar hendi, an afskipta manna (Kristin Svavarsdottir
og Walker, 2009). I riti Herrera og Cockell (2007) var einnig talad um ad haegt
veaeri ad nota eldfjalla umhverfi sem pessi til ad skoda sem maodel til ad lita
aftur i timann og skoda hvernig munstur fjélbreytninnar og dreifing
bakterianna hefur verid i gegnum timann og jafnvel gefid okkur hugmynd um
hvernig érverulif var snemma 4 lifsferli jardar. Skodun & bakteriustofnum og

samfélagi bakteria i jardvegi Surtseyjar er pvi virkilega ahugavert.

1.2.1 Jardvegur og orverulif i Surtsey

Jardvegurinn i Surtsey er ungur og kominn mislangt i pvi sem meetti kalla
broskun jardvegar. Eyjan skiptist nidur i tvenns konar landslag, hid grédur- og
neeringarefna- rika landslag sudurhluta eyjunnar par sem mavar hafa verpt
sidan 1985 og sidan restin af eyjunni sem er nanast naringarsnaud eydimork
med litlum og sumsstadar engum grodri sem minnir a eydimerkurnar uppi a
landi sem minnst var a i jardvegskaflanum hér ad ofan, nema jardvegur
Surtseyjar er ekki kominn nerri jafn langt i préuninni (Borgp6r Magnusson,
Sigurdur Magnusson og Sturla Fridriksson 2009, Olafur Arnalds 2008).
Mavabyggdin sem hefur myndast i Surtsey hefur verid veglegt
rannsoknarverkefni i gegnum tidina um gagnkveem ahrif tegunda samverkunar
(e. species interaction) par sem i byggdinni og umhverfis hana er landsvadid
grédurrikt og rikt af neringarefnum sem méavarnir flytja med sér til eyjunnar.

Fylgst hefur verid med mavabyggdinni fra upphafi og arlega safnad gognum

9
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um hana og pannig haegt er ad sja munstur breytinga og hrada a breytingunum
sem verda & jardveginum af véldum mavanna (Kristin Svavarsdottir og Walker,
2009). Kolefna (C) og nitur (N) innihald jardvegarins er mismunandi milli
svaeda & eyjunni, med lagt C og N a eydimerkursveedunum og hatt innihald i
mavabyggadinni, sem skyrist af fuglskit sem neerir jardveginn og gerir grédri og
6drum lifverum kleift ad prifast par (Borgp6r Magnusson, Sigurdur Magnusson
og Sturla Fridriksson, 2009).

Pad sem vekur hinsvegar ahuga er pad ad syrustig jardvegarins innan
mavabyggdarinnar er mjog lagt og utan hennar er pad mjog hatt (Borgpor
Magnusson, Sigurdur Magnusson og Sturla Fridriksson, 2009). En eins og
Fierer og Jackson (2006) bentu & i grein sinni virdist hlutlaust syrustig
jardvegar gefa moguleika a meiri fjolbreytni 6rvera i jardveginum. Rannsoknir
a jarovegi Surtseyjar hafa verid framkvaemdar allt fra upphafi og var ein su
fyrsta framkveemd arid 1965 af Ponnamperuma, Young og Caren (1967) sem
syndi lagt syrustig jardvegarins, eda um pH 4,5-6,8, og midad vid peaer
rannsoknir sem & eftir komu for syrustigid heekkandi og vard basiskara
(Schwartz og Schwartz 1972, Henriksson og Henriksson 1974, Henriksson og
Rodgers 1978, Borgpor Magnusson, Sigurdur Magnusson og Sturla Fridriksson
2009). [ ranns6kn Ponnamperuma, Young og Caren (1967) kom einnig i 1j6s ad
orverur voru liklega til stadar fra upphafi eda komu fram mjog stuttu eftir ad
gosid hofst, badi bakteriur og sveppir. EkKi var skodad i rannsokn peirra hvada
orverur voru til stadar i jardveginum, en talid var i rannsékninni ad paer 6rverur
sem fundust veeru moégulega upprunnar ar sjénum. (Ponnamperuma, Young og
Caren, 1967). Sumarid 1969 voru tekin jardvegssyni i Surtsey og fundust pa
bakteriur af &ttkvislunum Pseudomonas, Nitrosomonas, Nitrobacter, Bacillus,
Corynebacterium og Thiobacillus &samt kokkalaga bakterium eins og
Micrococcus og Mycococcus (Schwartz og Schwartz, 1972). Syrustig hefur
breyst fra pvi ad st rannsdkn var gerd og verdur pvi &hugavert ad sja hvada
bakteriur geetu komid fram vid radgreiningu & nylegri jardvegssynum.

10
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1.2.2 Landnam lifvera og framtio

A fyrstu arum eyjunnar var ekki mikid um Iif sem var komid til ad vera par.
Mikid af peim lifverum sem barust pangad med sjé eda vindi gatu ekki lifad af
vid pau hordu skilyrdi sem voru til stadar stuttu eftir myndun eyjunnar,
sérstaklega par sem regnvatn safnadist ekki fyrir heldur seytladi nidur jardlogin
svo ad raki a yfirbordinu var ekki mikill (Sturla Fridriksson, 1994). Schwabe
(1974) minnist & pad i grein sinni ad nitur hafi verid einn af takmarkandi
pattum i jardvegi eyjunnar, par sem onnur steinefni reyndust vera i rikulegu
magni, og pvi veeri liffredileg niturfixun mikilveeg fyrir jardveginn i eyjunni.
Pvi kemur pad kannski ekki & 6vart ad cyandbakteriur eru taldar vera med
fyrstu landnemunum, par sem par eru margar hverjar niturfixandi og vaxa i
nanu samlifi vio mosa eda sjalfsteedar par sem nog er ad finna af vatni og raka i
jardvegi, og fundust peer pa gjarnan & sveedum nalaegt gufuhverum par sem
mikill raki myndast (Schwabe 1974, Henriksson og Rodgers 1978). P6 ad
cyanodbakteriurnar séu ekki endilega fyrstu landnemarnir & Surtsey par sem
peer fundust ekki i miklu magni utan hvera sveedanna, par sem adeins fundust
haplontur(Brock, 1972), pba er vidvera peirra i jardveginum talin vera mikilveeg
fyrir framvindu lifs & eyjunni par sem bakteriurnar veita jardveginum nitur med
niturfixun ar andramslofti, pvi p6 pad sé adeins litil vidbét pa er hun talin gera
mikid fyrir vistkerfi sem er tiltélulega nitur snautt (Henriksson og Rodgers,
1978). Frederiksen, Pedersen og Christensen (2000) t6ldu p6 i grein sinni ad
lifreen efni sem skolast hafa upp a strendur Surtseyjar og fuglaskitur hafi reynst
mikilveegari uppspretta niturs, sem ma kannski renna stodir undir med pvi sem
var reett hér ad ofan ad jarovegurinn i mavabyggadinni er naringar- og grodur-

rikari.

Fyrsta aratuginn voru pad meira og minna strandpléntur sem voru ad nema
land & Surtsey og var plantan Cakile arctica fyrsta plantan til ad nema land &
strondum Surtseyjar strax arid 1965. Landnam lifvera nastu arin gekk haegt
fyrir sig, pangad til ad mavarnir byrjudu ad hreidra um sig a sudurhluta
eyjunnar og pa for landnam plantna stigvaxandi, par sem med auknu magni
lifreenna efna for vatn ad haldast betur i jardveginum og fundust pa tegundir af
vidi og bronugrdosum, asamt pvi ad fleiri fuglategundir foru ad verpa a eyjunni
(Borgpdr Magnusson, Sigurdur Magnusson og Sturla Fridriksson, 2009). broun
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lifrikis eyjunnar er ennpa i fullum gangi par sem enn berast lifverur med vindi
og vatni til Surtseyjar fr ndlegum eyjum og ofan af landi, og mun lifrikid i
framtidinni ad 6llum likindum svipa mikid til pess sem ma finna & smau
eyjunum i ndnasta umhverfi Surtseyjar, pé adflutningur lifvera sé tiltélulega
heegur (Borgpdr Magnusson, Sigurdur Magnusson og Sturla Fridriksson 2009,
Sturla Fridriksson 1994). Aframhaldandi préun jardvegarins sem er ennpa
mjog ungur og i stodugri motun mun lika hafa mikil ahrif & lifrikid, en eyjan er
undir stédugu areiti rofs og hefur minnkad mikid og breyst sidan gos hetti
(Sturla Fridriksson, 1994).

1.3 Aoferdir

1.3.1 Multiplex PCR

I hefdbundnu PCR er adeins notast vid eitt primerapar sem magnar upp pa
afurd sem verid er ad skoda, en Multiplex PCR er afbrigdi af PCR par sem
leitad er ad fleiri en einni afurd eda genasati samtimis med mérgum
mismunandi primerum. Heegt er ad nota adferdina til ad greina medal annars
eydingu gena, stokkbreytingar eda erfdasjukdoma, bera kennsl & ymsa sykla,
réttarleeknis rannsoknir (e. forensic studies) og skima eftir akvednum
bakteriutegundum, en pa parf sérteeka primera fyrir tiltekinni genardd eda
genasati sem & ad skoda eda skima eftir og ef verid er ad leita eftir
bakteriuh6pum er haegt ad skima eftir réd sem kdoar fyrir tilteknu einkenni sem
er sameiginlegt fyrir eina fylkingu til deemis (Edwards og Gibbs 1994,
Henegariu, Heerema, Dloughy, Vance og Vogt 1997).

Flestar nidurstddur er haegt ad skoda a geli eftir rafdratt, en adrar
greiningaradferdir parf pegar um er ad reeda fléknara Multiplex PCR hvarf,
eins og til deemist egar verid er ad skoda stokkbreytingar (Edwards og Gibbs,
1994). Ef afurdirnar eru skodadar a rafdregnu geli parf ad velja eda hanna
primera sem gefa misstorar afurdir sem er audveldlega haegt ad greina i sundur
a gelinu, en annars er haegt ad nota flirmerkta primera sem veeri pa haegt ad
greina i sundur eftir litum (Edwards og Gibbs, 1994). Felske, Heyrmann,
Balcaen og de Vos (2003) notudu pessa adferd til ad skima eftir Bacillus
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stofnum i jardvegssynum med sérteekum primerum fyrir bakteriur af
mismunandi &ttkvislum, tegundum og riki, en pa reektudu peir upp stofna ar
synunum og notudu Multiplex PCR & stofnana sem voru raektadir til ad athuga
af hvada uppruna par voru. | pessari rannsokn verdur adferdin notud 8 DNA
sem er dregid beint ar umhverfissynum med raektunaréhadri adferd (e. culture

independent method).
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2 Framkveemd

2.1 Einangrun DNA og radgreining

Tafla 1 - Stofnar sem notadir voru

Allir stofnar

LMO 001
LMO 002
LMO 003
LMO 004
LMO 005
LMO 006

LMO 007
LMO 008
LMO 009
LMO 010
LMO 011
LMO 012
LMO 013
LMO 014
LMO 018
LMO 019
LMO 020
LMO 021
LMO 022
LMO 024
LMO 025
LMO 026

LMO 027
LMO 028
LMO 029
LMO 030
LMO 031
LMO 032
LMO 033
LMO 034
LMO 035
LMO 037
LMO 038
LMO 040

Fyrri hluti verkefnisins sneri ad pvi ad halda afram ad vinna med
stofna sem hofou verid einangradir ur umhverfissyni fra Surtsey i
hopverkefni haustid 2011. Hluti stofnanna hafdi verid reektadur upp a
Tryptic Soy Agar (TSA) &ti pegar peir voru einangradir og var
akvedid ad byrja med pa stofna og endursa peim til ad radgreina pa.

Stofnarnir sem notadir voru i pessu verkefni ma sja i toflu 1, en peir
voru 34 talsins, pd ad stofnarnir sem voru einangradir ar umhverfis
synunum hefdu verid um 100 i heildina. Hverri petri skal var skipt upp
i fjora hluta fyrir saninguna, svo ad hver skal var med fjora stofna.
Stofnarnir voru geymdir i frysti i glycer6l lausn og voru peir latnir
standa & vinnubordinu til ad pidna og rétt &dur en peim var s&o voru
synagldsin vortexud til ad hrista upp i lausninni og koma bakteriunum
fra botninum. Notast var vid sotthreinsada lykkju til ad nd upp dropa
til ad sa & skalarnar og pegar 6llum stofnunum hafdi verid sao var
sk&lunum lokad med parafilm og settar i reektun vid 15°C i viku.

TSA tid var (thtid med pvi ad setja 10,00 g af Difco™ Tryptic Soy
Agar 0t i 250 mL af eimudu vatni i 500 mL kolbu og blandad vel.
Segulhreeristaut svo beett Ut i og blandan sidan hitud ad sudu a
hitaplotu med segulhreeri og latin sj6da i eina minudtu. bvi nast var
tinu hellt i 500 mL glerflosku med tappa og daudhreinsad i autoclava
i 15 minutna kerfi og pegar &tid hafdi kolnad nog var pvi hellt a petri

skélar.

Upphaflega var akvedid i samradi vid leidbeinanda ad profa
nystarlega adferd vid einangrun a erfdaefni bakterianna sem Murad

hafdi préad innan skolans og reyndist odyrari heldur en notkun &

kitum eins og MoBio eda NucleoSpin og sest adferdin hér i toflu 2.
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Tafla 2 - Adferd Murads

Adferd Murads vid einangrun

Syni sett i 300 ul af 0,1 TE buffer

GI6s hitud i 15 mindtur vio 95°C

eftir &

Syni strokkad 10x med graenum,

sotthreinsudum plast stautum og vortexad

Spunnid vid 4°C i 5 minatur

Eftir einangrun med pessari adferd voru afurdirnar magnadar upp med

hefdbundnu PCR hvarfi, sja toflu 3 fyrir magn efna i PCR hvarf og toflu 4 fyrir

PCR prégram sem var notad til mégnunar.

Tafla 3 - PCR uppskrift

Efni

ul fyrir hvert syni

10x Buffer

dNTP

F Primer (10 uM)
R Primer (10 uM)
Taq Polymerase
DNA

H,O

2,5 ul
2,0 ul
1,0 ul
1,0 ul
0,15 pl
2,5 ul
16 pul

Mastermix var blandad i eppendorf glas eftir toflu 3, par sem 61l efnin voru sett

i nema DNA-synin sjalf og var magn efnanna margfaldad fyrir synafjolda,

asamt einu blank syni og einu til tveim aukasynum til ad vega upp & moti

pipettuskekkju, sem gerdi 37 i heildina. Naest voru 22,5 pl af mastermixi

pipetteradir i hvert PCR synaglas og 2,5 ul af DNA syni, PCR glésunum var

svo lokad vel og spunnin nidur i micro-skilvindu til ad losna vid loftbélur ar

synum. PCR gldsin svo sett i PCR Vél og stillt a programm sem ma sja i toflu 4

hér ad nedan. Notadir voru hefdbundnir primerar fyrir pessa moégnun, eda 27F

og 1492R.
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Tafla 4 - PCR prégram

Hiti Timi  Fjoldi hringja
9]
Initial 95 3 min
denaturation:
Denaturation: 95 30 sek
Annealing: 50 30 sek
Extension: 68 90 sek X 35
Final 68 7 min
extension:
4 forever

Til ad athuga hvort tekist hefdi ad draga erfdaefnid Ur bakteriunum var
framkvaemdur rafdrattur og afurdirnar skodadar. Steypt var gel ur 0,8% agardsa
par sem agarosa gelid var hitad upp og braett i glerflésku og 30 mL hellt i litla
kolbu, 1 puL af SYBR safe sidan beett Gt i og gelinu hellt i mét med greidu og
14tid storkna. Eftir ad gelid hafdi storknad var pad sett i rafdrattartekid,
parafilm sett yfir grind svo ad litlar holur myndudust og 1 pl af loading dye
pipetterad i eina holu fyrir hvert syni, sidan voru 5 pl af syni pipettud saman
vid litinn og 5 pl svo pipettad i einn brunn a gelinu. 1-2 pl af 100 bp DNA
ladder var settur i einn brunn & hverju geli til ad sja hversu stérar afurdirnar
veeru. Hvert gel var keyrt 4 115 V i 30-45 minatur, eftir pvi hversu langt

afurdirnar nadu eda voru lengi ad dragast i gegnum gelid.

Eftir rafdrattinn var gelid tekid ar bakkanum og myndad og kom i 1jés ad eftir
bessa fyrstu profun & einangrun, hafdi liklega ekki tekist ad draga Gt erfdaefnid
par sem engar afurdir komu upp a gelinu. En eins og sjad ma i
nidurstodukaflanum var énnur adferd reynd en gekk ekki upp svo pad var

akvedio ad umsa stofnunum og nota adra adferd.

BUid var til TSA &ti aftur & sama hatt og adur, stofnum umsad a nyju skalarnar
og reektad i eina viku vid 15°C. [ petta sinn var synum skipt upp f prja hopa og
einangrun & erfdaefninu framkveemd i prem hollum med MoBio Ultra Clean
Microbial DNA Isolations kiti. Tveimur stofnum var sleppt, stofnar LMO 003

og LMO 018, par sem ad peir uxu ekki eftir umsaningu.
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300 ul af Bead solution var pa pipettad i MicroBeadTube sem innihélt sand og
lykkjufylli af syni beett Gt i pad. Glosin vortexud larétt i um pad bil 15-20
sekundur. 50 pl af MD1 lausn bett vid og gldsin hitud vid 65°C i 10 minatur
og aftur vortexad larétt i 10 minatur @ miklum hrada. Syni spunnid i 30 sek vid
10.000x g og pa feert i 2 ml Collection Tubes med pipettu og 100 pl af MD2
lausn beett vid. Synin voru sett i isskap (geymd vid 4°C) i 5 mindtur, sidan
spunnin i 1 mindtu vid 10.000x g og herbergishita og vokvinn svo fjarleegdur
fra pallettu og settur i nytt glas. 900 pl af MD3 lausn var beett i glésin og pau
vortexud i 5 sekundur. 700 pl voru feerdir yfir i SpinFilter og spunnid i 30
sekundur vid 10.000x g, vokvanum hellt af og restinni af syninu var pipettad i
SpinFilter glasid og aftur spunnid i 30 sekdndur. 300 pl af MD4 lausn var pa
beett i glasid og spunnid aftur i 30 sekdndur, vokvanum var hellt af og glésin
spunnin i 1 minuatu. Filterinn var pa feerdur i nytt Collection Tube, 50 pl af
MD?5 lausn var sett i midju & hvita filternum og glésin spunnin i 30 sekundur.

Filternum svo hent og synin voru tilbdin fyrir PCR mdgnun.

Notast var vid sému adferd a PCR mdgnun og sému primeraporin og
upphaflega, 1492R og 27F. Rafdrattur var framkveemdur & sama hatt og adur,
einnig a 0,8% agardsageli og 100 bp DNA ladder og komu afurdir i 6llum
synum nema tveim, LMO 001 og 038. Syni V10 196 var notad sem jakveett
syni vid rafdrattinn og PCR mdgnunina.

PCR glésin voru geymd vid 4°C i isskap fram ad hreinsun, en endurtaka purfti
einangrun & nokkrum synum par sem pau héfou gufad upp vegna Iélegra loka &

synglésum. 10 syni voru hreinsud med Nucleospin Extract 11 Kiti:

1. 20 pl af syni + 80 ul af H,O + 200 pl af 1:4 NT Buffer sett i Eppendorf

glas.

2. Nuclear Spin Extract Il Column sett i collection tube og syni hladid a.
Spunnid i 1 minatu vid 10.500 rpm eftir ad syni voru buin ad standa i 1

minutu. Botnfalli hent.

3. 700 pl af NT3 Buffer baett vid og spunnid i 1 minutu vid 10.500 rpm og
aftur hellt af.

4. Spunnid i 5 minatur vid 10.500 rpm til ad purrka filter og aftur hellt af.
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5. Filter feerdur i nytt eppendorf glas og beett vid 20 pl af NE Buffer og
reektad vid stofuhita i 2 minatur og svo spunnid i 1 minatu og synid var
tilbuia.

Eftir hreinsun var 11 synum hladid a radgreiningarbakka, 10 pl af syni og 10 pl

af primerum, og sent i radgreiningu til Macro Gen.

[ 63ru holli voru 21 syni hreinsud aftur, en med 6dru Kiti i petta sinn Nucleo
spin Gel and PCR clean up kit frA Machery-Nagel sem var svipad og

Nucleospin Extract II.
1. NT Buffer pynntur i 1:4.

2. 200 pl af 1:4 NT Buffer + 80 ul af vatni + 20 pl af syni sett i eppendorf

glas.

3. NucleoSpin Gel and PCR Clean-up column sett i 2 mL collection tube

0g synum hladid &, svo spunnid vid 10.500 rpm (~11.000 xg) i 30 sek.

4. Botnfalli hellt af og sia hreinsud med 700 ul NT3 Buffer og spunnid i 5
minGtur vid 10.500 rpm og botnfalli aftur hellt af.

5. Synin raektud vid 70°C i 5 mindtur.
6. Spunnid i 1 minatu vid 10.500 rpm til ad fjarlegja restina af etandlinu.

7. Filterinn faerdur i nytt eppendorfglas og 30 ul af NE Buffer beett vid (15
pl fyrir dauf syni), synin reektud vid herbergishita i 1 minatu.

8. Syni spunnin i 2 minutur vid 10.500 rpm, filternum fleygt og syni sett i
frost.

Adeins 19 syni komu vel Gt og var peim hladid & radgreiningarbakka, 10 pl af
syni og 10 ul af primerum og var préfad ad setja pau i tvisyni, annad synid med
Forward primer og hitt synid med Reverse primer sem notadir voru vid PCR

maognunina.

I lokin var akvedid ad byrja & pvi ad raekta aftur upp pa stofna sem ekki hafdi
gengio ad einangra erfdaefnid Ur og gera adra atlégu ad einangrun og

radgreiningu asamt pvi ad fara yfir Gtlitslysingar sem hofdu verid gerdar &
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kéloniunum. Ollum stofnunum sem notadir voru i upphafi var aftur sad & TSA
&ti sem var gert eins og lyst var hér ad ofan, og tveim vikum seinna var peim
lyst utlitslega. Sidan var MoBio Kitid notad aftur til ad einangra pessa niu
stofna sem ekki hafdi tekist ad hreinsa eda einangra eda hofou ekki vaxid upp

vid umsaninguna.

Voru petta stofnarnir LMO 001, 003, 012, 014, 018, 020, 031 og 038. Eftir
PCR kom i 1jos vid rafdratt ad ekki tokst ad einangra erfdaefnid ar stofnum
LMO 018 og LMO 038. Hin synin voru hreinsud med NucleoSpin Gel and
PCR clean-up kiti og send i eppendorf glésum til radgreiningar, med 10 pl af
27F primer og 10 pl af syni.

2.2 Multiplex PCR

I hluta I var framkvaemt Multiplex PCR med sérteekum primerum. prir stofnar
voru valdir sem komu r nidurstddum radgreiningarinnar og voru hannadir
primerar eftir rocdum sem voru likastar Sporocarcina aquimarina, Arthrobacter
oxydans og Paenibacillus xylanexedens. Prju primerapdr voru hénnud fyrir
hvern stofn og skird eftir stofni og lengd afurda sem primeraparid a ad gefa (sja

vidauka 1.

Til stadar voru syni ar Esjufjollum og Jokulsa & Fjollum en auka syni voru
tekin sunnan vid 6sinn & Glerd, i skidabrekkum Hlidarfjalls par sem
jardvegurinn n&di uppfyrir snjobreiduna og i Lystigardi Akureyrar. bar sem
synin voru tekin i febrdar, og jardvegurinn par af leidandi frosinn, var sjédandi
heitu vatni hellt ar hitabrisa & synatdkustadinn og hamar og sétthreinsad
skrufjarn notad til ad komast undir yfirbordid. Syni voru tekin med

sotthreinsadri skeid og sett i sotthrein synaglos.

Notud voru tvenns konar kit fra MoBio, PowerMax soil DNA isolation kit og
Ultra Clean soil DNA Isolation kit. Fyrir synin ur Esjufjollum var PowerMax
soil DNA isolation kit notad, par sem synin voru tiltdlulega ryr og notast er vid
meira magn af syni vid einangrunina i pvi Kiti eda allt ad 10 gromm. Valin voru
fjogur syni ur synasafninu ar Esjufjollum, syni ESJ 1.0, ESJ 1.1, ESJ 1.2 og
ESJ1.3.
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1. Byrjad var & ad setja 15 ml af Power Bead Solution i Power Bead

solution tube.

2. Synum svo bett i glésin (9,3 — 9,9 g af hverju syni) og vortexad hratt i
1 min til ad blanda vel.

3. 1,2ml af C1 lausn bett i hvert glas og vortexad i 30 sek.

4. Sidan hrist larétt & fullum hrada i 10 min.

5. Synaglds svo spunnin vid 2500 xg i 3 min vid herbergishita (25°C).
6. Varast var ad koma vid palletu og vokvi feerdur i collection tubes.

7. 5 mlaf C2 lausn beett vid og snuid tvisvar a hvolf og raektad vid 4°C i

isskép i 10 min.

8. Spunnid vid 2500 xg i 4 min vid herbergishita, vokvinn feerdur i nytt
glas og 4 ml af C3 og aftur reektad vid 4°C i isskap i 10 min. (ESJ 1.2
var sett i gegnum skref 7 aftur pvi pad var ekki noégu hreint, liklega

vegna mikils magns af humic syru og lifrenum efnum).

9. Syni aftur spunnin i 4 min vid 2500 xg vid herbergishita og sidan feerd i

ny collection tubes.

10. 30 ml af C4 lausn var bett vid og glésunum snuid tvisvar & hvolf til ad

blanda vokvanum.

11. Vokva hellt & SpinFilters og gldsin voru svo spunnin i 2 min vid 2.500
xg vid herbergishita og botnfalli svo hellt af. Petta skref var endurtekid
pangad til allur vokvinn hafdi farid i gegnum SpinFilterinn.

12. 10 ml af C5 lausn var svo bett & SpinFilter og spunnid vid 2.500 xg i 3
min vid herbergishita og botnfalli svo hellt af, glos svo spunnin aftur i 5

min til ad purrka filterinn og botnfalli svo hellt af.

13. Filterinn var settur i nytt collection tube og 5ml af C6 lausn batt &

SpinFilter.
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14. Gl6sin spunnin i 3 min vid 2.500 xg vid herbergishita, filter sidan hent
0g DNA synin sett i frysti.

Daginn eftir voru synin ar Jokulsa & Fjollum (JF 37 og JF 44), Glerérés,
Hlidarfjalli og Lystigardinum hreinsud med Ultra Clean soil DNA Kit.

1. Pavar byrjad 4 ad vigta synin (0,7-0,9 g, en aldrei meiraen 1 g) og
peim beett i Bead solution tube og blandad med pvi ad vortexa i sméa

tima.
2. 60 ul af lausn S1 beett Gti og vortexad til ad blanda.

3. bvi naest var 200 pl af IRS lausn beett i glésin og pau vortexud larétt i
10 min og sidan spunnin vid 10.000 xg i 30 sek og sidan feert i ny

collection tubes.

4. 250 pl af lausn S2 beett vid og vortexad i 5 sek og svo l4tid standa i vid
4°C i 5 min eftir ad hafa stadid & bordi i 2 min.

5. Spunnid i 1 min vid 10.000 xg og vokvi svo feerdur i nyjar collection
tube (Syni JF 44 var enn gruggugt svo akvedid var ad profa pvott med
S4 i skrefi 7. tvisvar).

6. 1,3 ml af lausn S3 beett vid og vortexad i 5 sek, svo 700 pl ferdir &
SpinFilter og spunnid i 1 min vid 10.000 xg og botnfalli hellt af, 700 pl
aftur feerdir a SpinFilter og skrefid var endurtekid par til allur vokvi

hafdi farid i gegnum filterinn.

7. 300 pl af lausn S4 beatt & SpinFilter og spunnid i 30 sek vid 10.000xg,
botnfalli hellt af og aftur spunnid i 1 min.

8. Filter var svo feerdur i nytt collection tube og 50 pl af lausn S5 beett vid,

spunnid i 30 sek, filter svo hent og synid var pé tilbuid og hent i frysti.

Naesta verk var ad blanda primeraporin sem hofdu verid pontud fra Microsynth
vid 1x TE buffer og pau voru svo pynnt it med vatni svo ad pau yrou 10 uM.
Valdir voru primerar til ad framkveema Multiplex PCR og sidan Arthrobacter
stofnar VH 0708 og JF3201, Sporosarcina aquimarina stofn VH0240 og

Paenibacillus stofn VH 0139 sem vidmidunarstofnar.

21



Haskoélinn & Akureyri Anna Maria Guomundsdottir

BIondud voru tvé mastermix samkveemt toflu x, en i annad mixid, nefnt rautt
mastermix, voru settir primerar A.oxy229 F, S.aq290 F og P.xyl384 F sem
voru valdir eftir upphafsstad afritunar samkvaemt PrimerBLAST, og i hitt
mixid, nefnt graent mastermix, voru settir primerar A.oxy744 F, S.aq428 F og
P.xyl257 F sem voru valdir eftir afurdasteerd sem peir attu ad gefa. Auka
primerum var batt i mastermix af jafn miklu magni og hinum hefédbundnum
primerum, en sidan 22,5 pl af mastermixinu pipettad i PCR glosin eins og

venjulega og 2,5 pul af umhverfissynum og vidmidunarstofnum.
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3 Nidurstoour

Tafla 5 - Quantlt maeling

Eftir rafdratt kom i ljos ad engar afurdir komu upp &
Magn DNA

Syni i ug/ml gelinu i synunum sem hofou verid einangrud med adferd
LMO 001 15,5

LMO 005 | 62,1 o _ o
LMO 009 459  [athuga hvort PCR hefdi tekist, voru valin 10 syni af

Murads. bar sem ladist ad setja med jakveett syni til ad

LMO 014 74,7 |handahdfi og erfdaefni synanna meelt med Quantlt, sja
LMO 021 4,96 )
toflu 5.

LMO 026 2,15

LMO 028 4,11

LMO 029 39,6 ] B _ ]
LMO 033 266  |sSynunum og var pvi akvedid ad profa ad framkvaema

Pad reyndist vera p6 nokkud af erfdaefni i flestum

LMO 037 3,75 |PCR mognunina aftur & 5 synum af peim sem voru meeld

med Quantlt og voru pau gerd i tvisyni med tveimur mismunandi
primerapdérum, 1492R og 27F eins og adur og svo 1492R og 8F. begar
rafdratturinn var framkvemdur og teknar myndir af gelinu kom i 1jés ad aftur
voru engar afurdir, pratt fyrir jakveett syni sem var med i PCR mdgnuninni par
sem birtist band. Pad syndi ad mdgnunin tokst en ekki tokst ad magna upp
erfdaefnid Ur synunum, pvi var akvedio ad préfa ad nota hefdbundna adferd

med Kit-i eins og reett er i framkveemdarkaflanum.

Radgreiningarnidurstodur ar 6llum hollum maé sja hér ad nedan i téflu 6 og eru
radirnar fyrir hvert holl merktar med atskyringar fyrir nedan téfluna. Tveer
radir ur fyrsta holli, LMO 020 og LMO 031, reyndust vera 6hreinar eda 6nytar
og ekki tokst ad na aftur erfdaefni Ur peim i seinasta hollinu. Stofnar sem eru
litadir i t6flu x eru peir sem fengust gédar nidurstédur Ur baedi med forward og
reverse primer i 6dru holli og var pvi profad ad nota Reverse Complement
forrit & Bioinformatics.org og snua vid R rédum og skeyta peim saman vid F
radirnar. Syni i sidasta holli radgreiningar voru flest 6l 6hrein eda dnyt og voru
adeins tvaer radir nogu hreinar til ad gera veega kennigreiningu a peim. EkKi
tokst ad na erfoaefni ur stofnum. EkKki tokst ad né erfdaefni ar sex stofnum,
LMO 001, 012, 014, 018, 037, 038.

Matti helst sja likindi vid attkvislirnar Paenibacillus, Pseudomonas,

Arthrobacter og Sporosarcina i radgreiningarnidurstéoum, asamt tegundunum
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Janthobacterium lividum og Streptomyces avidinii. Pad var nokkud ahugavert
ad finna stofn sem var likur Paenibacillus xylanexedens i Surtseyjarstofnunum,
par sem ad hann hafdi adeins einu sinni adur einangrast ar umhverfissyni og
pad var fra Esjufjéllum, en pad vard grundvollurinn fyrir pvi ad akvedid var ad

nota sérhafa primera til ad skima 6nnur umhverfissyni.

Nidurstodurnar ar Multiplex PCR
tokust hinsvegar ekki og kom ekkert ar
PCR moégnuninni og rafdreettinum,
nema hja vidmidunarstofnunum VH
0708 og VH 0240 par sem myndudust
tvo bond vid ca 750 bp. Ef bond hefou
komid fram yfir hofud hefdu pau att ad

meela erfdaefni ar umhverfissynum med PCR
Quantlt og reyndist vera of litid i synunum til ad profa ad keyra PCR aftur svo

ad akvedid vegna timaskorts var ekki haegt ad einangra aftur DNA ar synunum.
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Tafla 6 - Radgreiningar nidurstodur, * stofnar eru ur 1. holli, # stofnar ar 2. holli, = stofnar eru reverse complement stofnar, § stofnar eru ar 3. holli

Strain#  Source Sequence ID Primer ﬁeenthh E/é()sstr[c)ll(\)ls’:lg/eaeulsaecderefseq_rna E L\ggxidty ggsg’e Phylum Classis Ordo Familia
LMO002 * 1244SAA000_E10 27F 810  Arthrobacter sulfonivorans 0 99% 100% Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae
LMO003 § 13E3ZAB013 27F 594 Pseudomonas kilonensis 0 99% 100% Proteobacteria Gammaproteobacteria  pseudomonadales Pseudomonadaceae
LMO004 * 1244SAA000_E11 27F 688  Sporosarcina koreensis 0 99% 100% Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae
LMO005 * 1244SAA000_E12 27F 817  Pseudomonas tremae 0 99% 100% proteobacteria Gammaproteobacteria  pseydomonadales Pseudomonadaceae
LMO006  # 13CDSAB001 A1 27F 1166  Pseudomonas mandelii 0 99% 100% Proteobacteria Gammaproteobacteria  pseudomonadales  Pseudomonadaceae
LMO007 & 1119  Pseudomonas mandelii 0 99%  99% Proteobacteria Gammaproteobacteria pseudomonadales  Pseudomonadaceae
LMO008 # 13CDSAB001_A3 27F 1031 Arthrobacter oxydans 0 99% 98% Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae
LMO009 # 13CDSAB001_A4 27F 1028  Paenibacillus xylanexedens 0 100% 100% Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
- o} 1383  Sporosarcina aquimarina 0 99% 100% Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae
LMOO011 1356  Paenibacillus tundrae 0 99%  100% Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
LMO013 1 1376  Sporosarcina aquimarina 0 99% 100% Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae
LMO019 * 1244SAA000_F1 27F 952  Paenibacillus xylanexedens 0 99%  100% Eirmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
LMO020 * 1244SAA000 F2  27F 161  Sporosarcina aquimarina e 97%  98% Bacilli ,

[Ghreint — virdist tveer radir] 68 Firmicutes Bacillales Planococcaceae
LMO021 * 1244SAA000_F3 27F 992  Paenibacillus xylanexedens 0 99%  100% FEirmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
LMO022 * 1244SAA000_F4 27F 926  Streptomyces avidinii 0 99%  100% Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Streptomycetaceae
LMO024  # 13CDSAB001_A10 27F 1009  Paenibacillus xylanexedens 0 99% 100% Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
LMO025  # 13CDSAB001 G4 1492R 994  Sporosarcina ureae 0 99% 100% Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae
LMO026 # 13CDSAB001_A12 27F 1178  Paenibacillus amylolyticus 0 99%  100% Firmicutes Bacilli Bacillales Paenibacillaceae
LMO027 # 13CDSAB001_B1  27F 931 Pseudomonas reinekei 0 99% 100% Proteobacteria Gammaproteobacteria  pseudomonadales  Pseudomonadaceae
- " 1323  Pseudomonas brenneri 0 99% 100% Proteobacteria Gammaproteobacteria pseudomonadales  Pseudomonadaceae
LMO0029 § 13E3ZAB017 27F 559  Pseudomonas vancouverensis 0 100% 100% Proteobacteria Gammaproteobacteria  pseudomonadales Pseudomonadaceae

of 1321  Pseudomonas lurida 0 99% 100% Proteobacteria Gammaproteobacteria pseudomonadales Pseudomonadaceae

LMO031 * 1244SAA000 F5  27F g2ul N PoresarcinaEquimArnAJONTEITAN 96%  98% Bacilli _

r6d] Firmicutes Bacillales Planococcaceae
LMO032 * 1244SAA000_F6 27F 700  Pseudomonas fluorescens 0 99% 100% proteobacteria Gammaproteobacteria  pseudomonadales Pseudomonadaceae
LMO033 * 1244SAA000_F7 27F 803  Janthinobacterium lividum 0 99% 100% proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae
- " 1369  Janthinobacterium lividum 0 100% 100% Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae
LMO035 g 1356  Arthrobacter oxydans 0 99%  100% Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Micrococcaceae
LMO040 1384  Pseudomonas umsongensis 0 99% 100% Proteobacteria Gammaproteobacteria  pseudomonadales Pseudomonadaceae


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857271?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=EDMCJRV601R
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4 Umraeour

Um 100 stofnar voru einangradir ur umhverfissynum fra Surtsey i hdpverkefni
haustid 2011. Af peim voru peir 34 stofnar sem einangrudust & TSA ati valdir
til peirra rannsékna sem hér er fra greint. Allir stofnarnir uxu vel og var unnt ad
na synum fyrir einangrun & peim 6llum nema stofni LMO 040, en hann
reyndist vera nokkud hardur og purfti ad skera i kdloniuna med skurdarhnif til
ad na upp syni. Nidurstodur radgreininga a peim stofnum sem einangrun tokst
syndu ad helst var um fjorar attkvislir ad reeda og sidan tveer tegundir

prir stofnar liktust stofnum ar Arthrobacter ettkvislinni sem eru mjog algengar
jarovegsbakteriur og finnast oft i miklu magni i jardvegssynum (Staley o.fl.,
2007). baer hafa mikid fundist i jardvegssynum fra Sudurpolnum (Pindi,
Manomara, Begum og Shivaji 2010, Gupta, Reddy, Delille og Shivaji 2004)
eda i kdldu umhverfi par sem landid er dsnert (Lee o.fl., 2011) ekki olikt pvi
sem finnst i Surtsey, en margar peirra vaxa best vid 7-20°C og pegar syrustig er
vid hlutleysis mork (Gupta, Reddy, Delille og Shivaji 2004, Pindi, Manomara,
Begum og Shivaji 2010, Berger, Morellet, Menu og Potier 1996). Bakteriur af
bessari a&ttkvisl geta nytt mjog breitt svid lifreenna efnasambanda sem
uppsprettu kolefna og orku og eitt lykilhlutverka hennar i jardveg er nidurbrot a
lifrenum efnum (Hanbo o.fl., 2004, Jones og Keddie 2006).

Fimm stofnar liktust mest stofnum innan Sporosarcina attkvislarinnar, en pad
eru grémyndandi bakteriur sem er algengt ad finna i jardvegi en pad kemur
fyrir ad stofnar séu einangradir ur sjo, likt og tegundin Sporosarcina
aquimarina sem var fyrst einangrud ur sjosyni fra Kéreu (Yoon, Lee, Weiss,
Kho, Kang og Park 2001, Claus, Fritze og Kocur 2006). Sumar tegundir syna
frama afoxun nitrats og virdast kjoradstaedur fyrir vexti margra peirra vera i
kringum hlutlaust syrustig (Kwon o.fl. 2007, Yoon o.fl. 2001, Kampfer, Falsen,
Lodders og Schumann 2010).

Sex stofnar liktust mest stofnum af Paenibacillus attkvislinni sem eru lika
gromyndandi bakteriur og finnast adallega i jardvegi par sem nokkrar tegundir
framleida ensim sem brjéta nidur xylan i frumuveggjum plantna (Nelson,

Glawe, Labeda, Cann og Mackie, 2009). Kjérhitastig flestra tegundanna er
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tiltélulega hatt, eda um 13-30°C, en po er talid ad til séu tegundir sem eru
adlagadar kaldari sveedum jardar eins og & nordurslodum (Nelson o.fl., 2009).
Bakteriurnar geta sumar hverjar nytt ammaonium og afoxad nitrat i nitrit (Shida,
Takagi, Kadowaki, Nakamura og Komagata, 1997) og pear sem gerja geta

sumar hverjar myndad etanol, edik syru og aseton (Nelson o.fl., 2009).

Eins og vid métti buast voru margir stofnar af sttkvislinni Pseudomonas, en su
gttkvisl kemur fyrir mjog vida i jardvegi, vatni og & ymsum yfirbordum eins og
hid manna (Staley o.fl., 2007) og attkvislin er pekkt fyrir ad vera alls stadar (e.
ubiquitous) par sem hun getur lifad og vaxid i mjog 6likum adsteedum og
umhverfum (Moore, Tindall, Martins Dos Santos, Pieper, Ramos og Palleroni,
2006). Pseudomonas eru pekktar fyrir ad geta nytt vitt svid af lifrenum
efnasambéndum eins og sykrum, fitusyrum og 6drum nattarulegum efnum
asamt framleiddum efnum eins og klorsetnum lifreenum efnum og eru
mikilveegar & nidurbroti peirra i jardvegi og vatnsumhverfi (Staley o.fl., 2007)
og likt og ettkvislirnar sem minnst er & hér ad ofan geta sumar peirra einnig
afoxad nitrat i nitrit (Hunter og Manter 2011, Park, Yi, Baik, Seong, Baw,
Moon og Chun 2006) en virdist pad fara mikid eftir pvi hvort srefni sé til
stadar eda ekki (Moore o0.fl., 2006).

Einn stofn liktist mest Streptomyces avidinii, en Streptomyces attkvislin er
bekkt likt og Pseudomonas fyrir ad vera alls stadar i jardvegi, &samt pvi ad geta
vaxid i ferskvatni og sjé (Kampfer, 2006). Stofnarnir eru hardgerir vegna
gromyndunar og geta stadid af sér ymsar snarpar breytingar & umhverfi sinu,
eins og til deemis purrkatimabil og frost, sem geta reynst afdrifarik i svo smaum
umhverfum (Kampfer, 2006). Flestar tegundir Streptomyces eru neutrophilar
og lifa best pegar syrustig er vid hlutleysismork, asamt pvi ad geta brotid nidur
ymis flékin efnasambond i jardveginum og afoxad nitrat i nitrit (Kampfer,
2006).

Tveir stofnar voru likastir Janthinobacterium lividum, en Janthinobacterium
ettkvislin eru jardvegs- og vatna- lifverur sem eru algengar i temprudu
loftslagi en eru pd i litlu hlutfalli i 6rverufloru jardvegs og vatnsumhverfum
(Gillis og de Ley, 2006). Tegundin Janthinobacterium lividum myndar
litarefnid violacein sem hefur synt fram & lifvirkni sem geeti hjalpad tegundinni
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ad lifa vio horo skilyrdi og Gtiloka samkeppni (Gillis og de Ley 2006,
Pantanella, Berlutti, Passariello, Sarli, Morea og Schippa 2006). Tegundin
hefur verid einangrud ar jardvegssynum i kéldu loftslagi eins og i Alaska, par
sem jardvegurinn var dsnortinn og hitinn for sjaldan yfir 16°C (Schloss o.fl.,
2010) sem er ekki 6svipad pvi hitastigi sem finnst & ndleegum sléoum
Surtseyjar, en lofthitinn i Heimaey var ad medaltali 5°C & &runum 1961-2006

(Borgpdr Magnusson, Sigurdur Magnusson og Sturla Fridriksson, 2009).

Margir stofnar sem hafa verid reeddir hér ad ofan reynast vaxa vel pegar
syrustig jardvegs er tiltdlulega hlutlaust eda orlitid basiskst sem kemur heim og
saman vid pad ad syrustig jardvegar i Surtsey sem er samkvaemt rannsokn
Borgpdrs Magnussonar, Sigurdar Magnussonar og Sturlu Fridrikssonar (2009)
vid hlutleysis mork i fuglabyggdinni, eda ad medaltali 7,1 pH og basiskur utan
hennar, ad medaltali 8,2 pH.

Upphaflega var lagt i petta verkefni med pad ad stafni ad gera DGGE
samanburd a orverufloru i umhverfissyni fra Surtsey og 6drum
umhverfissynum, eftir ad hafa radgreint nokkra stofna fra Surtsey. En par sem
ekki fékkst nytt syni fra Surtsey til ad nyta vio framkvaemd DGGE, pa kviknadi
st hugmynd ad framkvaema Multiplex PCR med sérteekum primerum eftir ad
Paenibacillus xylanexedens kom fram vid BLAST leit i gagnagrunni NCBI a
nokkrum stofnum, en sé stofn hafdi adeins einu sinni komid fram &dur i

stofnasafni leidbeinanda.

Hugmyndin var su ad bia til sérteeka primera med Primer BLAST 0r premur
stofnum sem voru radgreindir og skima pannig eftir peim tilteknu stofnum i
6drum umhverfissynum med pvi ad nota marga primera i einni PCR mégnun.
Valdir voru sértaekir forward primerar & méti universal reverse primernum
1492R med tilliti til steerdar & afurdum, en eins og kom fram i
nidurstédukaflanum, pa fengust engin bond nema tvd sem komu upp hja
tveimur viomidunarstofnum. bau bénd komu p6 mikid a 6vart, par sem steerd
peirra var um 750 bp, en buist var vid bondum i kringum 1100 bp. Pad geeti
atskyrst af pvi ad sérteeki primerinn fyrir P. xylanexedens var likast til reverse
primer, par sem merking & primerum hafdi ruglast vid pynningu & primerum og

badi voru merktir sem forward primer. Einnig er s& moguleiki ad primerarnir
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sem voru banir til med Primer BLAST hafi ekki verid nogu serteekir fyrir
tegundirnar, en pegar synin voru meld reyndist ekki vera ndg af erfdaefni i
umhverfissynunum til ad endurtaka tilraunina med einum primer i einu og ekki

gafst timi til ad vinna umhverfissynin aftur og einangra erfdaefni ar peim & ny.

Forvitnilegt veeri ad sja hvada stofnar myndu koma upp vid radgreiningu a
peim stofnum sem voru einangradir og reektadir upp & 6drum a&tum og myndi
pad gefa betri heildarmynd af samsetningu érverusamfélagsins i jarovegi
Surtseyjar. En par sem ad adeins er haegt ad reekta upp 1% af bakteriunum i
umhverfinu med hefdbundnum adferdum (Barton og Northup, 2011), hefur pad
ad undanfornu aukist ad afkastamiklar sameindaliffraedilegar greiningaradferdir
séu notadar, eins og samanburdarerfdamengjafraedi (e. metagenomics), par sem

ekki parf ad reekta upp bakteriur ar umhverfissynunum.

Ein adferd sem meetti nota til ad meta drverusamfélog veeri qPCR (eda real-
time PCR), par sem fylgst er med aukningu flarljomunar eftir pvi sem mégnun
a merktri PCR afurd eykst (Arya, Shergill, Williamson, Gommersall, Arya og
Patel, 2005) og haegt er ad Gtbua sérhafa primera Gtfra viomidunarstofnum
sem leitast er eftir (Fierer, Jackson, Vilgalys og Jackson, 2005). Adferdin er
sveigjanleg, melanleg og tiltdlulega audveld og fljétleg i notkun og gefur
upplysingar um magn peirra 6rveruhdpa i jardveginum sem primerarnir eru
sérteekir fyrir (Fierer 0.fl., 2005). Pyrosequencing er énnur adferd sem hagt
veeri ad nota, en Roesch o.fl. (2007) notudu hana til ad meala tegundir bakteria i
fjorum mismunandi jardvegsgeroum og fundu um 25.000 16S rRNA bdta i
hverri jardvegsgerd fyrir sig og Schitte et al (2010) notudu pessa adferd til ad
skoda fjolbreytni bakteria i jardvegi sem var ad birtast undan jokli &
nordurskautssveedinu og reyndist fjolbreytileikinn i pessum nyuppkomna
jarovegi einnig gifurlegur. Badar rannsoknirnar notudust vid 454 Life Science
pyrosequencing adferdina, par sem klonunarskrefi er sleppt og genabutar eru
medhondladir i yrlausn, festir & perlur og einni tegund af kirni beett vid lausnina
i senn og sidan eytt jafnédum eftir hvern hring, &dur en nasta Kirni er sett i
lausnina (Marguiles o.fl., 2005). Adferdin er fljotleg og nakvaeem p6 han gefi
adeins stuttar radir (Marguiles o.fl., 2005). Sidasta adferdin sem meetti nefna er
adferdin sem upphaflega atti ad nota i pessari rannsokn, DGGE. Par er notast

vid polyakrilamid gel med linulega afmyndandi styrkhallanda sem adskilur
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genabdtana eftir breedslupunkti peirra og er hin hentug pvi ad heegt er ad
greina morg syni samtimis & skommum tima og par sem hvert band & ad takna
eina bakteriutegund er haegt ad skera bandid Ur og kennigreina frekar (Muyzer
1999, De Waal, Muyzer og Uitterlinden, 1993).

Ahugvert veeri ad skoda bakteriusamfélag Surtseyjar enn nanar med einni af
ofangreindum adferdum, pa sérstaklega pyrosequencing pvi pad virdist gefa
betri hugmynd um hversu marga og hvada hopa bakteria er ad finna i
jarovegssynum. Pad sem var aberandi i pessari rannsokn, pratt fyrir litin
synafjélda i rannsékninni, var hversu radandi bakteriur af fylkingunni
Firmicutes voru i radgreiningarnidurstddum. I mérgum rannsoéknum &
samsetningu 6rverusamfélaga reynast Proteobacteria, ymist beta eda gamma,
og sérstaklega Actinobacteria fylkingarnar frekar vera med yfirhdndina i
samfélogunum mismunandi jardvegsgerda asamt Acidobacterium og i sumum
tilvikum Bacteroidetes en paer fylkingar komu ekki fram i pessari radgreiningu
(Schutte o.fl. 2010, Roesch o.fl. 2007, Cockell et al 2009, Zhou et al 2003,
Fierer 0.fl. 2005). Radandi fjoldi Firmicutes virtist p6 koma fram i basiskum
eda tiltdlulega hlutlausum jardvegi samkvamt rannsoknum Kuramae, Yergeau,
Wong, Pijl, van Veen og Kowalchuk (2010) og Keshri, Mishra og Jha (2013)
b6 ad jarovegsgerdin sé 6Aruvisi en i ungum jardvegi Surtseyjar, virdist hatt
syrustig hafa ahrif 4 petta haa hlutfall fylkingarinnar par sem jardvegurinn i
Surtsey er hlutlaus eda 6gn basiskur. P4 er ekki haegt ad fullyrda pad, par sem
ad enn eru margir stofnar sem hafa verid raektadir upp Ur Surtseyjar synum en a

enn eftir ad radgreina.
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5 Lokaord

I upphafi rannsdknarinnar voru settar fram eftirfarandi spurningar.
e Hvada stofna er ad finna i nylegum jardvegi Surtseyjar?

e Eru stofnarnir sem finnast i Surtsey einkennandi fyrir pa stofna sem

finna mé& & nordursléoum eda eru peir af framandi sl6dum?
e Finnast stofnarnir i 6drum 6likum jardvegsvistkerfum & Islandi?

Vid rannsoknina kom i ljos ad af peim stofnum sem voru radgreindir liktust
peir ad stérum hluta tegundum af ettkvislinni Pseudomonas, asamt
bakteriutegundum af ettkvislunum Paenibacillus, Sporosarcina, Arthrobacter,
Streptomyces og Janthinobacterium. Algengt er ad finna margar pessara
tegunda i koldu loftslagi eins og finnst hér & noréurlédum. Einn stofn syndi
mest likindi vid tegundina Paenibacillus xylanexedens sem reyndist adeins
hafa komid einu sinni adur fyrir i stofnasafni leidbeinanda og var pad i jardvegi
sem var ad birtast undan jokli, sem ma likja vid umhverfisadsteedurnar sem
finnast i Surtsey, en i badum tilfellum er jardvegurinn tiltélulega snaudur af
neeringarefnum og litill eda enginn grédur. Vard sa stofn forsenda pess ad

akvedid var ad profa ad framkvaema Multiplex PCR sem skimunaradferd.

Skimunin tokst hinsvegar ekki par sem mogulega var of litid erfdaefni i
umhverfissynum sem atti ad skima, og gafst ekki timi til ad reyna ad taka ny
syni eda reyna ad einangra aftur erfdaefnid. pPvi var ekki hagt ad svara sidustu
spurningunni, um hvort ad stofnana prja; Arthrobacter oxydans, Sporosarcina
aquimarina og Paenibacillus xylanexedens veeri ad finna i 6drum olikum

jardvegsvistkerfum & islandi.

Rannsoknir sem veeri gaman ad sja i beinu framhaldi veeri
radgreining a peim stofnum sem voru einangradir a 6drum &tum en TSA og
samanburdur & umhverfissynum med DGGE adferd eda jafnvel 454-Life
Sciences pyrosequencing adferdinni sem geeti pa samtimis gefid betri mynd af
orveruflorunni i jardvegi Surtseyjar a peim bakterium sem ekki er haegt ad

reekta upp med hefdbundnum adferoum.
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Vidauki |
Tafla 7 - Primerap6r sem voru hénnud med Primer BLAST

Nafn 4 primer 5'->3'ro0

A.oxy214 F CACGTGAGTAACCTGCCCTT
A.oxy214 R GTGTCTCAGTCCCAGTGTGG
A.oxy229 F TGAACCGGAAATGCCTGGAA
A.oxy229 R AAGCCCAAGACATAAGGGGC
A.oxy744 F AGGTAATGGCTCACCAAGGC
A.oxy744 R TGTTTCCAGGCATTTCCGGT
S.aq290 F CCACACTGGGACTGAGACAC
S.ag290R AGACTTAAAGGACCGCCTGC
S.aq428 F GGGGTAATGGCCTACCAAGG
S.aq428 R ACGTGGAATTCCGCTTTCCT
S.aq563 F TCCTTTTGATTAGCGGCGGA
S.ag563 R TTTCCAATGACCCTCCACGG
P.xyl175 F CCACACTGGGACTGAGACAC
P.xyl175 R CCGTCACCTTGAGAGCAGTT
P.xyl257 F GTGAGGTAACGGCTCACCAA
P.xyl257 R GTTAGCCGGGGCTTTCTTCT
P.xyl384 F TTTAATCCCGGGGCTCAACC
P.xyl384 R CCTGGTAAGGTTCTTCGCGT
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Vidauki Il

LMO002
ATGCAAGTCGAACGATGAACCTCACTTGTGGGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAA
CCTGCCCTTAACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACTCCTCATCGCATGGT
GGGGGGTGGAAAGCTTTATTGTGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGC
TCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGC
GTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGC
AGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAACTCCGGATC
TGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCG
CAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAA
GCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGG
GACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGG

LMO 003
AACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGAT
GAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGA
GAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCAC
TTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTGGTGTCTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCG
GCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACT
GACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGAC

LMO004
CATGCAAGTCGAGCGGATTGAAGGGAGCTTGCTCCCTGATATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCCTGCAGATGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCAGTTCCTTCG
CATGAAGGAACTCTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGG
AGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCGAGGGAAGAACAAGTACGG
GAGTAACTGCCCGTACCTTGACGGTACCTCGTCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAGGACTTGAGTACAGAAGAGGA
AAGCCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGG

LMO005
TGCAAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGG
AATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAA
GCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGG
CTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTGA
GTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGG
TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCC
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGACCACCTGGACTGATA
CTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACG
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ATGTCAACTAGCCGTTGGGGAGCCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAA

LMO 006
TGCAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGA
ATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAG
CAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCT
CACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTAAGT
GTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTG
CAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCC
GGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTG
TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTG
ACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
TCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGT
AACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAAGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTA

LMO 007
GCAGTCGAGCGGCAGCACGGGTACTTGTACCTGGTGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAA
TCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGC
AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTC
ACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGT
GTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTAAGTG
TTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCG
GGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTG
ACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
TCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGT
AACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTAC
AATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAGAAAACCGATCGTAGTCCGGA
TCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCT
AAC

LMO 008

TCACTTGTGGGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATA
AGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACTCCTCATCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGCTTTATTG
TGGTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTA
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GCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGG
TTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTA
GGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACT
AGAGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCG
ATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCC
GTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGAC
ATGAACCGGTAATACCTGGAAACAGGTGCCCCGCTTGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCC

LMO 009
TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGT
AGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCTGAAGGAAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGG
ATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG
CTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCC
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAA
ACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATA
CCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCCTCTGATCGATGCAGAGATGTATCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT

LMO 010

AGGAGCTTGCTCCTTTTGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGCAGATGGG
GATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCAGTTCCTTCGCATGAAGGAACTCTGAAAGACG
GTTTCGGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGC
AACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCGAGGGAAGAACACGTACGGGAGTAACTGCCCGTACCTTGAC
GGTACCTCGTCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTACAGAAGAGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCACTGACCGGCATGGAGACATGTCTTTCCCTTCGGG
GACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTAATCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA
CGGTACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAAAACCGTTCCCAGTTCGGATTGTAG
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GCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTC
CCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGGGTAACCC

LMO 011
TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGT
AGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCTGAAGAGAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGG
ATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG
CTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCC
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAA
ACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATA
CCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCCTATGATCGGTGCAGAGATGTATCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATATTTAG
TTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTAGATAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTACTACAATGGCCGGTACAACGGGCTGCGAAA
TCGCGAGATGGAGCCAATCCCAACAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGTCGGAATTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCACGAGAGTTTATAACACCCGAAGTCGGTGGG

LMO 013
AGGAGCTTGCTCCTTTTGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGCAGATGGG
GATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCAGTTCCTTCGCATGAAGGAACTCTGAAAGACG
GTTTCGGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGC
AACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGA
AGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCGAGGGAAGAACACGTACGGGAGTAACTGCCCGTACCTTGAC
GGTACCTCGTCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT
GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTACAGAAGAGGAAAGCGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCACTGACCGGCATGGAGACATGCCTTTCCCTTCGGG
GACAGTGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTAATCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA
CGGTACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAGAAAACCGTTCCCAGTTCGGATTGTAG
GCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTC
CCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGG
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LMO019
TGCAAGTCGAGCGGAGTTGATAAGAAGCTTGCTTCCTTGATACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTC
GCCTGAAGGGAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACG
GAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGG
AGAGTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGT
CTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC
TCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTG
GAGTATGTGGTTTATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATC

LMO020 — virtust 2 radir
CATGCAGTCGAGCGAATCAATAGGAGCTTGCTCCTTTTAGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCCTGCAGATGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCAGTTCCTTCG
CATGAAGGAACTCTGAAAGACGG

LMO021
CATGCAGTCGAGCGGAGTGGATAJGAAGCTTGCTTcCTTGATACTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACG
TAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTC
GCCTGAAGGAAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACG
GAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGG
AGAGTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGT
CTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGA
GAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTC
TCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGG
AGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTCTCTGATCGGATGCAG
AGATGTATCTTTTCCTTCGGGA

LMO022
TGCAAGTCGACGATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGCAATCTG
CCCTTCACTCTGGGACAAGCCCTGGAAACGGGGTCTAATACCGGATAACACTCCTGCCTGCATGGGCGG
GGGTTAAAAGCTCCGGCGGTGAAGGATGAGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCCAC
CAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAG
GGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAG
AAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGAGGCTTAACCTCGGGTCTGCA
TTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGATCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGA
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TATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTG
GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGTTGGGAACTAGGTGTTGGCGACAT
TCCACGTCGTCGGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGTTCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAGGCTAAACTC
AAAGGAATTGACGGGGCCCGCACAAGCAGCGGAGCATGTGGCTTAATTCGACGCACCGCGAAGAACCTT
ACCAGGCTTGACATATACCGGAAAGCATT

LMO 024
TTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTGGGACAACTACCGGAAACGGT
AGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCTGAAGGAAACTGGAAAGACGGAGCAATCTGTCACTTGGGG
ATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG
CTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAAGGTGACGGTACCTGAGAAGAAAGCC
CCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCTCAACCCCGGATCGCACTGGAA
ACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATGTG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGGGTTTCGATA
CCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAA
GGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATCCCTCTGATCGATGCACAGATGTATCTTTCCTTCGGGACAGAGGAGACAGGTGGTGC
ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC

LMO 025
GGGTTACCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGG
AACGTATTCACCGTGGCATGCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCC
TGCAATCCGAACTGGGAACGGTTTTCTGGGATTGGCTTCACCTCGCGGTTTCGCAGCCCTCTGTACCGTCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGT
TTGTCACCGGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTGAATGATGGCAACTAAGATTAAGGGTTGCGCTCGTTG
CGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACCAGTGTCCCC
GAAGGGAAAGATATGTCTCCATATCGGTCACTGGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGT
ACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCA
CTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCGT
CAGTTACAGACCAGAAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACAC
GTGGAATTCCGCTTTCCTCTTCTGTACTCAAGTCCTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGG
GCTTTCACATCAGACTTAAAGGACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCA
CCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTAAGGTACCGTCAAGGTACAG
ACAGTTACTCCTG

LMO 026

AGAAGCTTGCTTCTCTGATGGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCCTCAAGTTTG
GGACAACTACCGGAAACGGTAGCTAATACCGAATAATTGTTTTCTTCGCCTGAAGGAAACTGGAAAGAC
GGAGCAATCTGTCACTTGGGGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAG
GCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCCAGGGAAGAACGCTTGGGAGAGTAACTGCTCTCAAGGTG
ACGGTACCTGAGAAGAAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGC
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GTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCATTTAAGTCTGGTGTTTAATCCCGGGGCT
CAACCCCGGATCGCACTGGAAACTGGGTGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTG
AGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AGGTGTTAGGGGTTTCGATACCCTTGGTGCCGAAGTTAACACATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGT
CGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCAGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGATCGATGCAGAGATGTACCTTTCCTTCGGGA
CATACGAGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTATATTTAGTTGCCAGCACTTCGGATGGGCACTCTAGATAGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACCACGTACTACAATGGCCG
G

LMO 027
CAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACG
CTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAG
GTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAAT
GGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTT
GGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCT
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGTGGTTCGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGTCGAGCTA
GAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCA
GCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATC
CAATGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT

LMO 028

GAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAT
AACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGC
GCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTA
ACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGAT
TGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAATTAATACTTTGCTGTTTTGACGTTACCGACAGAA
TAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC
ATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAGC
CTTGAGCTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGT
CCTTAGTTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGG
TTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGA
CTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
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CACACCGCC

LMO 029
GCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTA
GGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAA
TGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTT
GGGAGGAAGGGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCT
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCT
AGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCA
GTGGC

LMO 030
TTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGCT
CGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATC
AGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGT
CTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAA
GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAACCTAATACGTTGCTGTCTTGACGTTACCGACAGAATAAGC
ACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAA
AACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAG
GAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTTGAG
CTTTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTAC
CAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAG
TTACCAGCACGTAATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAA
GCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGT

LMOO031_ohreint
CATGCAAGTCGAGCGAATCAAAAGGAGCTTGCTCCTTTTGATTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGCAACCTGCCCTGCAGATGGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGAATAATCAGTTCCTTCG
CATGAAGGAACTCTGAAAGACGGCTTCTCGCTGTCACTGCAGGATGGGCCCGCGGCGCATTACCTAGTTG
GTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCAACAATGCGTAGCCAACCTGAAAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAAACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCATTAGGGAATCTTCCACAATGGACAAAAGTCTGATGG
AGCAATGCCCCGTGAGTGAAAAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGCGAGGGAAGAACACGTACGG
GAGTAACTGCCCGTACCTTGACGGTACCTCGTCAAAAAGCCACGGCTAACTACTTGCCAGCACCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCACCCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTACAAAAAAGA

LMO032
CATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAAGCCTAGG
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AATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAA
GCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGG
CTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTA
GTGTTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGG
TGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCC
CCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCC
TGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATAC
TGACACTGA

LMO033
CATGCAGTCGAACGGCAGCACGGAGCTTGCTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATATATCGGA
ACGTACCCTAGAGTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGATCTAAGGATGAAAG
TGGGGGATCGCAAGACCTCATGCTCGTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAAGC
CTACCAAGGCATCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGT
GAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCAGGGAAGAAACGGTGAGAGCTAATATCTCTT
GCTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGT
GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTCTGATGTGAAATCCC
CGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTGGAGACTGCAAGGCTAGAATCTGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCAC
GTGTAGCAGTGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGTCAAGATT
GACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGAT
GTCTACTAGTTGTCGGGTCTTAATTGACTTGGTAACGCAGCTA

LMO 034
CGGCAGCACGGAGCTTGCTCTGGTGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTACCCTAGA
GTGGGGGATAACGTAGCGAAAGTTACGCTAATACCGCATACGATCTAAGGATGAAAGTGGGGGATCGCA
AGACCTCATGCTCGTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGTAGGGTAAAAGCCTACCAAGGCAT
CGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCAGGGAAGAAACGGTGAGAGCTAATATCTCTTGCTAATGACGGT
ACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGTCTGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCT
GGGAATTGCATTGGAGACTGCAAGGCTAGAATCTGGCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGA
AATGCGTAGATATGTGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGTCAAGATTGACGCTCATGCA
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGTCTACTAGTTG
TCGGGTCTTAATTGACTTGGTAACGCAGCTAACGCGTGAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAG
ATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACG
CGAAAAACCTTACCTACCCTTGACATGGCTGGAATCCCCGAGAGATTGGGGAGTGCTCGAAAGAGAACC
AGTACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGT
GGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACGTCATACAATGGTACATACAGA
GCGCCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCGCAGAAAGTGTATCGTAGTCCGGATTGTAGTCTGCAACT
CGACTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCGGGTTTTACCAGAAGTAGGTAGCTTA
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LMO 035
GCTTGCTGGGGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGAGTAACCTGCCCTTAACTCTGGGATAAG
CCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATATGACTCCTCATCGCATGGTGGGGGGTGGAAAGCTTTATTGTG
GTTTTGGATGGACTCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGTAGC
CGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTT
GTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGG
CGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAG
AGTGATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGAT
GGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTTTCCGCGCCGT
AGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACAT
GAACCGGAAATGCCTGGAAACAGGTGCCCCGCTTGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTATGTTGCCAGCGCGTT
ATGGCGGGGACTCATAGGAGACTGCCGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGTCTTGGGCTTCACGCATGCTACAATGGCCGGTACAAAGGGTTGCGATACTGTGAGGTGGA
GCTAATCCCAAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCT
AGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGTCAC
GAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTTG

LMO 040
AGTCGAGCGGATGAAAGGAGCTTGCTTCTGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTG
CCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGG
GACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCA
AGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGA
AGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTACATTAATACTGTGCTGTTTTG
ACGTTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTC
AACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTG
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACT
AGCCGTTGGGAGCCTTGAGCTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAA
GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCCAGAGATGGATGGGTGCCTTCGGG
AACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACG
AGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG
TCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCA
GTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGCTAGTCTAAC
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