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Greining erfodamengja xTriticoleymus
og Rosa L.

Utdrattur

Melhveiti (xTriticoleymus) er blendingur hveiti (Triticum) og melgresis (Leymus) tegunda.
Erfdamengi xTriticoleymus er ahugavert vegna pess ad blendingurinn er frjor og mégulega
haegt ad raekta hann sem nytjaplontu. | pessari rannsokn voru litningar einangradir Gr
rotarendum XxTriticoleymus og skodadur fjoldi litninga xTriticoleymus og adgreint hversu
margir keemu ar hvorri foreldraplontu med genomic in situ hybridization (GISH). Auk pess
voru 18S-25S rDNA gen kortlogd med fluorescence in situ hybridization (FISH).
Nidurstodur syndu ad xTriticoleymus hefdi 2n=6x=42 med 30 hveitilitninga og 12
melgresislitninga. Ribdsdmgenin syndu ad onnur foreldraplantan veeri hveiti med
genamengi sem innihéldi B genamengi asamt erfdamengi fra danmel (Leymus mollis).
Mogulegt er ad tveir Leymus mollis litningar skiptist ut fyrir tvo hveitilitninga i
tegundablondunarferlinu og hveitiforeldrio sé pvi ferlitna med 2n=4x=28 og AB

genamengi.

Kristinn Gudsteinsson a&xladi saman tveimur résategundum og fékk blendinginn Rosa
moyesii var fargesii X Rosa 'Dornréschen’ sem vex enn i gardi hans. Rosa 'Dornréschen’
hefur verid raektud & islandi um nokkurt skeid og er médurplantan sem notud var i @xlun
blendingsins. | pessari rannsokn var leitast vid ad akvarda litnun og litningafjélda pessara
tveggja résaafbrigda. bad var gert med pvi ad einangra litninga Ur sprotabrumum med
protoplast-dropping adferd. Nidurstddurnar syndu ad Rosa 'Dornréschen’ veeri tvilitna med
2n=2x=14 og ad breytileiki veeri i litningafjélda innan blendingsins Rosa moyesii var
fargesii x Rosa 'Dornréschen’. SU fruma sem var med feesta litninga hafdi 2n=28 en st sem
hafdi flesta var sexlitna med 2n=6x=42. Sexlitna fruman hefur hugsanlega komid til med

nattarulegri tvofoldun litninga priblendingsfrumna.



The karyotype of xTriticoleymus and
Rosa L.

Abstract

The hybrid xTriticoleymus was established from a cross between wheat (Triticum) and
lymegrass (Leymus) species. The hybrid is interesting because it is a fertile amphiploid and
it might possibly be viable for cultivation as a grain crop. This research utilized an
enzymatic root-tip squash method of chromosome preparation which was used to discover
the genome composition in xTriticoleymus. The genomic in situ hybridization (GISH)
method was used to distinguish how many came from each parental species. In addition,
18S-25S rDNA genes were mapped with fluorescence in situ hybridization (FISH). The
results showed that xTriticoleymus was an allohexaploid with 2n=6x=42 from which 30
chromosomes came from wheat and 12 from lymegrass. The nucleolar organizing regions
(Nor) showed that one of the parent plants was in fact a wheat containing B genome,
whereas the other plant was probably Leymus mollis. Substitution is likely to have taken
place during the hybridization process such that two of the Leymus mollis chromosomes
were replaced by two of the wheat chromosomes. The wheat parent is probably a tetraploid
with 2n=4x=28 and AB genome.

Kristinn Gudsteinsson established a hybrid from a cross between Rosa moyesii var fargesii
and Rosa 'Dornréschen’. Now this hybrid grows in his garden. Rosa 'Dornréschen’, the
mother plant which Gudsteinsson used in his crossing, has been cultivated in Iceland for a
while now. The aim of this research was to determine the ploidy and the number of
chromosomes by using a protoplast dropping method for shoot-tip chromosomes. The
results showed that Rosa '‘Dornréschen’ was a diploid with 2n=2x=14 and that there was a
variation in the chromosome number of the hybrid Rosa moyesii var fargesii x Rosa
'‘Dornroschen’. The cell that had the fewest chromosomes had 2n=28 and the one that had
the most was hexaploid with 2n=42. The hexaploid cell has probably derived from

chromosome doubling of the hybrid triploid cell by natural means.
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Skammstafanir

bp = basapor

cm = sentimetrar
g = gromm

kb = kil6basapor
L = litrar

M = molar

mL = millilitrar
mm = millimetrar
mM = millimdlar

nm = nandmetrar

rpm = hringir & mindtu (rounds per minute)

°C = gradur & Celsius

pl = mikrolitrar
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1 Melhveiti (XTriticoleymus G)

1.1 Inngangur

Plontur fara i gegnum akvedna proskunar- og prounarferla sem valda pvi ad
litningafjoldinn breytist. Proskunarferlar skiptast i einlitna kynlidastig (n) og tvilitna
grélidastig (2n). Grunntala er tAknud med x og stendur fyrir fjolda litninga & einlitna stigi i

upprunalegri einstofna grein eda deild (Guerra, 2008, bls. 340). Grunntalan er prounarferli.

Lifvera er sogd vera allopolyploid ef han hefur bléndu erfdamengja fra fleiri en einni
forfedrategund (Anamthawat-Jonsson, 2013, bls. 4). Amphiploid er millikynblendingur
(interspecific hybrid) sem hefur allavega eitt heilt tvilitna litningapar fra hverri
forfedrategund. (Merriam-Webster, 2013).

Triticum aestivum tilheyrir ettbalkinum Triticeae (Anamthawat-Jonsson o.fl., 1997, bls.
293). bad er sexlitna planta, upprunin ur einni tvilitna pléntu, Aegilops squarrosa (DD), og
einni allotetraploid plontu, upprunni Ur tveimur tvilitna pldntum Triticum monococcum
(AA) og tegund sem liktist Aegilops speltoides (BB/SS) og er pvi kallad Braudhveiti ABD
(Anamthawat-Jonsson, 2013, bls. 4). Ferlitna kynblandan sem er &nh D genamengisins er
hveitid sem i dag er notad i pasta en braudhveitid kom fram heldur seinna (Anamthawat-
Jonsson, 2013, bls. 4). Hveitid sem notad var vid kynbléndun xTriticoleymus, eda
melhveitis eins og pad er kallad & islensku, var ad 6llum likindum ferlitna afbrigdi af

Triticum ettkvislinni med AB genamengi (Anamthawat-Jénsson, 1999, bls. 1087).

Hitt foreldri xTriticoleymus er Leymus mollis (dinmelur). En pad er litna tegund med
2n=4x=28 og N°N°, genamengi sem er liklega fra Psathyrostachys (Anamthawat-Jonsson,
2001, bls. 558). Dunmelur er fjolaert gras sem vex i sandi. Stra pess er hart rétt nedan vid
axid sem er med pétthaerdar axagnir efst. Nedri blomégnin er haerd og tytulaus (Askell
Love, 1970, bls. 118).

prjar gerdir amphiploid ur kynbléndun hveitis og dunmels hafa verid greindar med FISH

teekni, sem verdur Gtskyrd sidar. bessar prjar gerdir eru kalladar M, G og U. bar attu pad



allar sameiginlegt ad vera allohexaploid med 2n=6x=42 (Anamthawat-Jonsson, 1999, bls.
1087). | pessari tilraun var notast vid gerd G. xTriticoleymus er frjo med svipada
kornuppskeru og hveiti i réttu og stédugu umhverfi: Vid 15 °C & daginn og 13 °C &
nottunni og med 16 klukkustunda dagsljés. Plantan hefur ekki myndad free vid islenskar
adsteedur (Anamthawat-Jonsson, 1999, bls. 1088).

Fjoldi litninga i erfdamengi er mjog mikilvaegt kennileiti pess af nokkrum asteedum. bagd er
odyr og audveld leid til ad afla sér grunnupplysinga um tegund eda grein. Hvorki ytri
adsteedur né préun hafa ahrif & fjélda litninga, auk pess sem fjoldi litninga er oftast sa sami
innan tegundar, enda leidir rangur litningafjoldi i flestum tilfellum til vandamala i meidsu
eda ofrjésemi (Guerra, 2008, bls. 339).

| vaxtarvef rétarenda verdur mikil frumuskipting til ad lengja raeturnar. Rotarendarnir eru
oft settir i isvatn adur en litningaeinangrunin er gerd, petta er kallad formedferd.
Markmidid er ad fa4 sem flestar frumur i metafasa svo litningarnir séu vel adgreindir.
Timasetningin er mjog mikilveeg til ad na frumum i metafasa. Timinn sem rétarendarnir
eru hafdir i isvatninu fer eftir steerd genamengisins, yfirleitt 26-28 klukkustundir fyrir
hveititegundir (Anamthawat-Jonsson, 2013, bls. 8). bvi sterra sem genamengid er pvi

lengur eru reeturnar hafdar i isvatninu.

I frumuerfdafreedi er notast mikid vid tvaer adferdir sem kallast fluorescence in situ
hybridization (FISH) og genomic in situ hybridization (GISH). Med FISH eru litningar
merktir med flarljdomandi nemum sem hafa pekkta genar6d (Anamthawat-Jonsson, 2001).
GISH er gert eins og FISH nema vid GISH er notad heilt genamengi sem flarljomandi
nema (Anamthawat-Jonsson, 1990) betta er gert til ad komast ad pvi hversu stort hlutfall

genamengis kynblendingsins er sameiginlegt med hvorri foreldrapléntu.

Nuclear ribosomal DNA (nrDNA) eru marg endurteknar genaradir i erfdamengi lifvera
(Wicke, Costa, Mufioz og Quandt, 2011, bls. 321). | erfdamengi Triticeae eru radirnar 5S
0g 18S-25S rDNA til stadar (Castilho og Heslop-Harrison, 1995, bls 91). 18S genaradirnar
tja fyrir minni rib6som einingunni en 25S genaradirnar tja fyrir peirri sterri. Allar helstu
landplontuzettir eiga pad sameiginlegt ad hafa svokallada S gerd nrDNA, en pa mynda 5S
radirnar pyrpingar adskildar 45S rédunum (Wicke o.fl., 2011, bls. 321-322).



Tilgangur tilraunarinnar var ad adgreina og flokka (karyotyping) litninga i xTriticoleymus,
bad er athuga hversu margir peirra veeru fra hveiti og hversu margir fra danmel. Jafnframt
ad greina erféamengid og kortleggja ribdsomgenin, pad er skoda i hvada litningum og hvar

a peim rib6sémgenin eru tjad.
1.2 Efni og adferoir

Farid var eftir fyrirmaelum i kennslubokinni Selected Methods in Plant Cytogenetics
(Anamthawat-Jonsson, 2013).

1.2.1 Efni og taeki

Litningaeinangrun ur rotarendum

e Frae Melhveitis voru reektud og notadir rétarendar peirra.

e Taeki: Vidsja, smasja, flursmasja, 37 °C hitakassa og skapur fyrir dafnandi voxt
freeanna.

e Almennar rannsoknarstofuvorur: 1,5 mL eppendorf glos, petriskalar, synisgler,
bekjugler, 9 cm siupappir, krukkur, pinsettur, nalar, rakvélablad, linskafslausar
burrkur, dropper flaska, tilraunaglasagrind, penni til ad rispa gler (glass- or
diamond —tip pen), synisglerjabakki og geymslubox.

e Festivokvi: Samanst6d af einum hluta isediksyru (glacial acetic acid) a moti premur
hlutum af 96% etandli.

e Ensimbuffer: Til ad byrja med voru gerdar tveer stofnlausnir, A og B. Gerdir var 500
mL af lausn A pannig ad 10,5 g (0,1 M) af einvatnadari sitronusyru (citric acid
monohydrate) var latin leysast upp i vatni sem var fyllt upp i 500 mL. 500 mL
lausn B var gerd pannig ad 14,7 g (0,1 M) trinatrium sitrat (trisodium citrate) var
latid leysast upp i vatni sem var fyllt upp i 500 mL. Til ad gera 1 L af ensimbuffer
var blandad saman 40 mL af lausn A, 60 mL af lausn B og 900 mL af eimudu vatni.

e Syruhreinsud synisgler: voru hreinsud i kromsyru (kromtrioxid i 80% brennisteins-
syru), i 24 klukkustundir eda lengur. bau voru sidan skolud fyrst med kranavatni og
sidan med eimudu vatni og geymd i 96% etanoli.

e Ensimblanda fyrir rétarenda: Til ad gera 10 mL af ensimblondu var blandad 1 g af
sellulésa (Onozuka R10 fra Merck #102321) vid 1,2 mL af pektinasa (Sigma P-



4716, ar Aspergillus niger) og 8,8 mL af ensimbuffer. Ensimblandan var geymd vid
-20 °C.

e 45% ediksyra

o Nitrogen i vokvaformi

e DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole): Lausn med 100 pl DAPI i hverjum mL af
vatni var gerd i upphafi. Sidan var lausnin pynnt i 1 pl/mL med Mcllvaine‘s citrate
buffer pH 7 (blandad saman 18 mL af 0,1 M einvatnadari sitronusyru og 82 mL af
0,2 M Na,HPO,4) og geymd vid -20 °C.

Fluorescent in situ hybridization (FISH)

e Litningar sem buid er ad einangra ur rétarendum.

e Taki: 55-60 °C heitt vatnsbad, thermocycler og flirsmésja med fimm sium, pad er
fyrir DAPI, FITC/Fluorescein, Spectrum Red/Cy3, double green and red og triple
blue, green and red og 6nnur almenn rannsoknastofuteeki sem notud eru pegar
unnid er med sameindir.

e Almennar rannsoknarstofuvorur: Smasjarglerjakrukkur, loftpétt plastbox, naglalakk
eda lim, pekjugler, pinsettur, hitamelir, synisglerjabakki og adrar almennar
rannsoknarstofuvorur sem notadar eru pegar unnid er med sameindir.

e Nemar: notadar voru tveer gerdir nema fyrir GISH tilraunir. Ta nemar sem
samsvorudu ollu genamengi hveitisins og Lm sem samsvorudu 6llu genamengi
Leymus mollis. Fyrir FISH tilraunir var notad klon pTa71 ar hveiti, sem er 9 kb
langur og inniheldur hluta 18S og allt 5,8S og 25S taknréfssvaedin, var notadur sem
18S-25S rDNA nemi.

e RNasi A: 10 mg af RNasa A (Sigma R-9009 eda R-6513, &n DNasa) voru leyst upp i
10 mM Tris pH 8, 15 mM NaCl. Athuga purfti DNasa virkni med rafdréattargeli.
Geymt vid -20 °C. Vid notkun var 20 ul RNasi blandadur vié 40 mL af 2x SSC,
b.e. styrkur pess var 5 pl/mL.

e SSC buffer: 1 L af 20x SSC med pH 7 var gerdur med ad blanda 3 M NaCl (175,4 g)
og 0,3 M Nags citrate (88,2 g). pH var stillt af med ad baeta vid lausnina 1 N HCI
(um pad bil 0,7 mL). Og pad sett i daudhreinsun. Til ad gera 2xSSC var sett 10% af
20x SSC & moti 90% af eimudu vatni.

e 4% Paraformaldehyd: Til ad gera 50 mL af 4% paraformaldehydi voru 2 g af
paraformaldehyadi sett i 40 mL af vatni og pad hitad i 70 °C. premur dropum af 1 M



NaOH var batt Gt i til ad gera lausnina teerari. pH gildid atti ad vera 7-7,5. Haegt ad
geyma vid -20 °C.

e 20% dextran sulfat: 20% af dextran var blandad & méti 80% af vatni og pad hitad upp
ad 70 °C par til dextranid leystist upp. Geymt vid stofuhita en fyrir notkun var pad
hitad upp i 40 °C pvi pad er mjog seigt.

e Formamid: Geymt vid -20 °C sem 100% formamid (Sigma F7508 eda Merck 9684).
90% formamid var gert med ad gera bléndu med 90% af formamidi og 10% af
2xSSC.

e DAPI: sama adferd og notud var i litningareinangrun ar rotarendum hér & undan
nema hér var notad 2 pl/mL DAPI par sem hitt var ekki til stadar og ahrifin sem
pad hefdi & synid nanast pau sému.

¢ Antifade mountant: Er notad til ad halda i fldrl[jomunina sem lengst pegar synid er i
flarsméasjanni. Hér var notad Citifluor AF1 (Citifluor Ltd, Connaught Bldg, City
University, Northhampton Square, London EC1V OHB, UK).

e Almenn efni sem notud eru i sameinda- og frumuerfdafreedirannséknum: 0,3 M
EDTA (pH 8), 3 M natriumasetat, 1x TE (pH 8) ur 10 mM Tris og 1 mM EDTA,

10 % SDS, festivokvi (sami og notadur var i litningaeinangrun Ur rétarendum).

1.2.2 Adferdir

Litningaeinangrun ur rotarendum

I upphafi var fraespirun melhveitis sett upp. Sett voru sjo free & petriskal og pau vokvud.
Fjérum ddgum sidar var safnad rotarsynum og pau sett i isvatn. Retur freeanna attu ad vera
1-2 cm en peer hofou vaxid of mikid og pvi var einungis tekinn rétarhluti (1-2 cm) med
rotarenda. Notad var eppendorf glas. Fyrir var klaki i % af glasinu og svo var bett vid
dalitlu af vatni vid stofuhita til ad breeda klakann orlitid. Settar voru 13 raetur i glasid, pad
merkt og geymt i keeli vid 4 °C i 28 klukkustundir. Reeturnar voru hafdar i petta langan
tima vegna pess ad xTriticoleymus er med fremur stért genamengi. Ef rotarendarnir hefdu
verid hafdir i styttri tima i isvatninu hefdi mitosan ekki verid komin nogu langt. Hins vegar

ef peir hefdu verid i lengri tima hefdi mitdsan verid komin of langt.

Reeturnar voru teknar upp Ur isvatninu og léttburrkadar & pappir. Par voru settar i

eppendorf glas sem i var festivokvi. Raturnar voru hafdar i glasinu i klukkutima vid



stofuhita og var svo skipt um festivokva og glasid haft afram vid stofuhita i adra
klukkustund. Sidan var glasid med rotunum sett i frost vid -20°C.

Nokkrum ddégum sidar var baett vid 6dru glasi med 10 rotum. Adferdirnar voru paer sému

0g adur; fraespirun var sett upp, safnad rotarsynum, pau sett i isvatn og festivokva.

Litningar voru einangradir Ur rotarsynum. Nokkrar reetur voru settar i ensimbuffer vid
stofuhita, fyrst i 10 minatur i eina buffer lausn og svo var skipt um lausn og returnar
hafdar i henni i ad minnsta kosti 10 minutur. P4 var tekin ein rot i einu og rétarendinn (2-3
mm) skorinn af og settur & syruhreinsad synisgler. Glerid var syruhreinsad til ad
litningarnir myndu festast & pvi en ekki a pekjuglerinu og einnig til ad hreinsa burt
Ohreinindi. A rétina voru settir 18 pl af ensimbléndu. A fyrstu synin var ensimid sem
notast var vid liklega of hreint pannig pau meltu oft alveg frumuhimnurnar og ar vard
litningasupa. | seinni synum var notast vid annad ensim sem var liklega ekki jafn hreint og
skildi eftir sma frumuhimnu. Synisglerid var sett & petriskal og henni lokad svo rotarendinn
myndi ekki porna. Par nast var petriskalin sett i 37 °C heitan ofn i 15-20 minuatur. Unnid
var med rotarenda ur freei, peir eru oft mykri en rétarendar fullvaxinna plantna og purfa pvi
styttri tima i ofninum. Petriskalin var svo tekin ur ofninum og settur dropi af ensimbuffer &
rotarendann, dropinn dreginn Ut med pappir og settur annar sem var latinn liggja a glerinu i
5-10 minatur. Hann var purrkadur med siupappir og settur dropi af 45% ediksyru. Dropinn
var dreginn Ut og settur annar dropi af 45% ediksyru og hann latinn liggja & glerinu i 3-8

minutur.

Pa var vaxtarvefur rotarendans dreginn Ut med nal. bad var gert undir vidsja og
rotarendanum sjalfum var hent. Vaxtarvefnum var dreift um mitt synisglerid med nal, svo
sett pekjugler yfir og pikkad orlitid i pad med nalarendanum alveg 16drétt an pess ad fera
neitt til. Sidan voru teknir tveir siupappirar, peir brotnir i tvennt, synisglerid sett & milli
beirra og pryst & med putta. Mikilvaegt var ad fara varlega ad feera ekkert til eins og adur
bvi pa gatu frumurnar rifnad og litningarnir farid ut. Synisglerid var skodad undir smasja
0g séd hvernig til tokst. Ef litningaeinangrunin hafdi tekist ageetlega var synisglerinu dyft i
fljotandi nitrégen, pekjuglerid tekid af med rakvélarbladi og synisglerid latid porna. bad
var sidan rispad undir a peim stad sem pekjuglerid hafdi verid til ad audvelda vinnu sidar

vid ad finna frumur. Synisglerin voru sidan geymd i synisglerjaboxi vid 4 °C.



Notast var vid stjornukerfi til ad flokka synin eftir geedum. Gedin foru eftir pvi hversu
margar frumur saust i metafasa, hreinleika synis og hvort litingarnir veeru vel dreifdir an
bess ad vera ut um allt. Synin gatu fengid 0-3%2 stjornu. Syni sem fengu minna en tveer
stjornur var hent. Syni sem fengu 2 eda 2% stjérnur voru litud og frumur i peim nyttar i ad

telja litninga og syni sem fengu 3 eda 3% stjornu voru notud i FISH.

Valin voru syni til litunar og talningar litninga. 10-20 ul af DAPI lit voru settir & synid og
bekjugler latid yfir. Sidan var synid skodad i flursmasja med 340-380 nm UV d&rvun og
430-450 nm endurkasts bylgjulengdar sem vard til pess ad 1jésid endurkastadist blatt.
Synin voru skodud med 20x linsu sem er 200x steekkun en CCD myndirnar voru teknar
med 100x linsu sem er 1000x steekkun.

Fluorescent in situ hybridization (FISH)

Formedferd litninga var gerd pannig ad fyrst var 20 pl RNase blandad vid 40 mL 2xSSC i
synisglerjakrukku og han sett i ofn vid 37 °C i eina klukkustund. Synisglerid var pvegid
tvisvar sinnum i fimm minGtur med 2xSSC (med 20 pl Rnase) sem var 37°C heitt, pad er
synisglerid haft i fimm minatur i krukkunni i hvort skiptid. P4 var synid sett i 4%
paraformaldehyd vid stofuhita i 10 minatur. Sidan var pad pvegid aftur med 2xSSC i fimm
minutur, en n0 var 2xSSC vid stofuhita. Til ad purrka synid var pad sett i 70% etanol i tvaer
minatur, pa 90% etandl i tveer mindtur og ad lokum i 96% etandl i tveer minuatur. Etandlid

var haft i frysti par til syninu var dyft i pad. Ad lokum var synid loftpurrkad.

Fyrst var buin til nemablanda fyrir GISH. bad var byrjad & pvi ad hita dextran. Astedan
fyrir pvi ad pad er hitad er ad dextran er mjog seigt og pad er audveldara ad na pvi upp i
pipettuoddinn ef pad er heitt. Auk pess var orlitid af enda pipettuoddsins klipptur af til ad
audvelda ferlid enn frekar. Byrjad var & ad setja 4 pl af dextran i eppendorf glas. 11 pl af
formamidi var beett uti, 2 ul 20xSSC og ad lokum 1 pl 10% SDS. bad var spunnid i Quick-

spin og pa var 6ll blandan komin i botn glassins og ordin vel bléndud.

NUO var nemunum bett Gti glasid. Pad var settur 1 ul af greenum nemum, Lm Rch, sem
litudu litninga Leymus mollis og 1 pl af raudum nemum, Ta Fluorored, sem litudu litninga

hveitisins. Blandan var samtals 20 pl.



Blandan var sett i Quick-spin og sidan sodin i sex minatur, svo sett a is i fimm mindtur og
hdn spunnin aftur i Quick-spin. 20 pl af nemabldndu voru settir & synisglerid. Loftbolur

sem myndudust voru sprengdar med horni pekjuglers og pad sett a synisglerid.

Til ad edlissvipta frumurnar var synid sett i thermocycler i 10 minutur vid 89 °C. pad var
samt lengri tima i thermocycler pvi pad tok dalitinn tima ad komast upp i 89 °C. Svo purfti
ad leekka hitann i 10 °C skrefum par til hann var kominn nidur i um 40 °C til ad geta tekid
synid ut. Synin voru sett i plastbox med rimlagrind og sett 2xSSC i botninn til ad vidhalda
raka. Boxid var geymt vio 37 °C yfir nétt. petta var gert til ad studla ad bléndun
(Hybridization).

Daginn eftir var synid pvegid. bPa var pekjuglerid tekid af og synisglerid sett i
synisglerjakrukku med 2xSSC sem var vid 37 °C og haft i eina minditu og sett i adra
krukku med 2xSSC vid 37 °C. begar vokva er hellt i synisglerjakrukkur er betra ad hafa
vokvann vel yfir synunum svo rusl fljéti upp & yfirbordid i stadinn fyrir ad festast & syninu,
sérstaklega ef vokvanum er helt af.

Synisglerid var sett i adra krukku med 0,1xSSC sem var vid 55-60 °C og pad haft i fimm
minuatur og skipt um 0,1xSSC tvisvar, pad er gert prisvar sinnum. Hér purfti snégglega ad
skipta um vokva svo synid myndi ekki kolna & milli. Synid var sett i 2xSSC vid 37 °C og
I4tid standa par til pad var vid stofuhita. Sidan var pad latid i 4xSSC-Tween vid stofuhita i
fimm minatur 20 pl af DAPI (notad 2 pl/mL, hefdi verid akjosanlegra ad nota 1 pl/mL en
var ekki til stadar) var sett & synid og eftir eina minutu var glerid hreinsad med ad sprauta
dH20 & glerid og pad sidan 1atid porna. Pa voru settir 19 ul af antifade, I4tid pekjugler yfir
og loftbélum pryst Gt ef peer voru til stadar. Synisglerin voru sidan geymd i isskap par til

pau voru skodud.

Pessi adferd var notud & fyrsta synid en pad vard of mikil edlissvipting, mégulega komst
raki inn & synid sjalft pegar pad var sett i rakaboxid vié 37 °C, en nokkrar frumur komu
samt sem adur ageetlega Ut en synid var ekki nagilega gott til ad geta gert RE-FISH. pvi
var GISH gert vid annad syni. Pad var allt gert eins og adur nema pad sem tekid er fram

hér 4 eftir.



Synid var fixerad i 10 minutur vid stofuhita, pad er synid var sett i festivokva sem
samanstdd af premur hlutum af etandli & méti einum hluta af ediki. bad var pvegid tvisvar i

96% etandli og haft i 10 mindtur i hvoru og sidan loftpurrkad.

Skipt var Ut raudu nemabldndunni fyrir adra Ta(S) sem var sterkari og pa var bara sett 0,5
pl af honum i stad 1 pl. Einnig var breytt magni SDS en nu voru settir 0,5 pl i stad 1 pl. Til
ad hafa 20 pl eins og &dur var beett vid 1 pl af H,0.

Til ad koma i veg fyrir ad raki kemist inn & synid var sett lim medfram pekjuglerinu, en
pbad hefdi jafnvel verid betra ad nota naglalakk. Jafnframt var hitastigid i thermocycler
leekkad um 1 °C, pad er haft vid 88 °C.

Pad var minnkad magn DAPI, nG sett 10 pl, vegna pess ad pad hafdi verid 6parflega mikid

aour (hafdi engin ahrif & synid). Auk pess var sett 15 pl af antifade af somu astaedum.
Synisglerin voru skodud i flirsmasja vid 1000x linsu, pad er 10.000x staeekkun.

Ad lokum var gert re-FISH med ribdsomnemum 0r hveiti. Notadir voru nemarnir pTa71
sem 18S-25S rDNA nemi. Synid var sett aftur i festivokvann, ribdsomnemunum var komid

4, gerd edlissvipting og bléndun.

1.3 Nidurstodur

Frumur xTriticoleymus voru skodadar i mitdsuskiptingu. baer sem voru i metafasa voru
valdar til ad skoda frekar og taka myndir pvi peaer héfou best adgreinda 2n litninga.

Frumurnar voru skodadar i flursméasja med fimm sium.

Vid talningu litninga xTriticoleymus sést ad plantan hefur 2n=42 litninga (sja mynd 1).
Pegar litningarnir eru skodadir eftir litun med GISH taekni sést ad 30 litningar litudust
raudir og eru par med fra hveititegundinni (sja mynd 2: (ci), (Giii), (Civ), (di) og (dii))) og 12

litningar sem litudust greenir eru fra Leymus mollis (sja mynd 2: (ci), (i), (di) og (di)).

Einnig var notad kloninn pTa71 sem nema ribsomgena og pau skodud sérstaklega. A
mynd 3 sjast atta ribosomsgenasveedi i 6llum frumunum en samkvemt Anamthawat-
Jénsson (1999, bls. 1087) eru niu Nor-sveaedi (nucleolar organizing region): tvd ml og tvo

m2 svaedi & danmelslitningunum og eitt B1, tvd B2 og tvd Al svadi a hveitilitningunum.



A mynd 3 var mogulegt ad greina eitt Nor-B1 og adeins annad Nor-B2 en ekki tokst ad
greina hitt (Sj& myndir (ej;), (fi)) 0og (gii)). Greiningin var gerd med ad bera saman litninga
frumanna @ mynd 3 vid litningana og svaedin a peim sem Anamthawat-Jonsson greindi
(1999, bls. 1089). A mynd 3 var notadur kléninn pTa71 sem nemar rib6sémgena. pTa71 er
9 kb langur og var notadur sem nemi fyrir 18S-25S rDNA. Samkvemt rannsdkn
Anamthawat-Jénsson (1999, bls. 1089) pa syna Nor-B1 og Nor-B2 06ll 18S-26S

ribdsémgen, svo sému sveaedi hér ettu ad syna 18S-25S ribdsomgen.
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Mynd 1: Litningafjéldi xTriticoleymus Hér ma sja frumur xTriticoleymus i metafasa mitdsu.
Frumurnar voru litadar med DAPI litun og myndirnar teknar med 1000x steekkun i flirsmasja. (a;),
(@), (aiii) og (ay) eru ein og sama fruman. Han er heldur dreifd en engin énnur fruma i metafasa
fannst naleegt henni svo pad er hagt ad segja med nokkurri vissu ad litningarnir tilheyri allir einni
og sému frumunni. (b;) og (b;) eru sama fruman. Talning gefur 42 litninga.




Mynd 2: Adgreining litninga xTriticoleymus A myndinni eru frumur xTriticoleymus i metafasa
mitésu. Notast var vid GISH taekni til ad lita frumurnar og peer skodadar med fimm mismunandi
sium i fldrsmasja vid 10.000x staekkun. Notadir voru greenir nemar (Lm) til ad lita litninga Leymus
mollis og raudir nemar (Ta fluorored) til ad lita litninga hveitisins med GISH. (c)), (Ci), (Cii), (Civ)
0g (cy) eru ein og sama fruman og eins eru (d;), (di;), (dii) 0g (div) sama fruman. Mealikvardastikan a
myndum (d;), (di), (dii) og (di) thkna 10 um. A myndunum sést ad um 30 hveitilitninga og 12
dunmelslitninga er ad rada.

1

N



Mynd 3: Kortlagning 18S-25S ribdsémgena i erféamengi xTriticoleymus Hér var notud FISH
teekni til ad lita frumur xTriticoleymus i metafasa mitdésu og par voru skodadar i flursmasja med
fimm Olikum sium vid 10.000x stekkun. Notadur var neminn pTa7l sem kortleggur 18S-25S
rDNA. (e;) og (e;) eru sama fruman. A mynd (e;;) sjast Nor-B1 & einum litningi og Nor-B2 & einum
litningi. Eins syna (f;) og (f;) smu frumuna og (gi) og (gi) einnig. Melikvardastikan & myndunum
taknar 10 pum.
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1.4 Umraedur

Markmidum tilraunarinnar, ad adgreina og flokka litninga xTriticoleymus og ad greina

erfdamengid og kortleggja ribdsdomgenin, var nad.

A mynd 1 sést ad um 42 litninga er ad rada. En eins og tekid var fram i inngangi var vid
pvi ad blast og fengust sému nidurstddur i rannsokn Anamthawat-Jonsson (1999, bls.
1092) sem komst ad pvi ad xTriticoleymus veeri allohexaploid med 2n=6x=42 litninga og

hefur pvi 2 eintok af 21 6likum litningum.

Vid talningu litninga xTriticoleymus fra Leymus mollis sem endurkastast i grenum lit
kemur i ljés ad peir eru 12 talsins, pad er sex pdr og ad litningar hveitisins sem
endurkastast raudir eru 30 talsins og pvi 15 por (sja mynd 2). petta kemur heim og saman
vid nidurstoour i rannsokn Anamthawat-Jénsson (1999, bls. 1092). bar sem plantan er med
fastan fjolda litninga i porum geta frumurnar audveldlega farid i gegnum meidsu
(Anamthawat-Jénsson, 1999, bls. 1092). Plantan er pvi frjo.

Vid meidsu Leymus mollis verda n=14 litningar svo pad litur Gt fyrir ad tveir litningar
glatist vid kynbléndunina vid hveitiafbrigdid og skiptast ad 6llum likindum at fyrir
hveitilitningana sem eru 30 talsins. bvi ma @tla ad hveitilitningarnir séu lika n=14 i
meiosu. bvi er liklegt ad hveitid sé ferlitna med 2n=4x=28 og med AB genamengi.

Mynd 3 synir kortlagningu rib6sdmgena 18S-25S. Erfitt reyndist ad greina hvada
ribdsémgen veeru & danmelslitningum og hvada veeru & hveitilitningum sokum daufrar
litunar. En med pvi ad stydjast vid nidurstodur fra Anamthawat-Jonsson (1999, bls. 1089)
og skoda utlit litninganna var mogulegt ad greina B1 og B2 sem synir ad onnur
foreldragerdin er liklega hveiti sem inniheldur B genamengi. Pvi midur tokst ekki ad greina

m1 sem hefdi synt fram & ad Leymus mollis veeri hin foreldragerdin.
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2 Ro6s (Rosa L.)

2.1 Inngangur

I proskun hverrar pléntu verda reglulega breytingar & litnun. Taknid n er notad til ad
utskyra litningafjolda einlitna kynlidastigsins (n) og tvilitna grélidastigsins (2n). A sama
hatt er x notad til ad takna grunntdlu sem er fjoldi litninga & einlitna stigi i upprunalegri
einstofna grein eda deild (Guerra, 2008, bls. 340). Plontur sem eru allopolyploid hafa

blendid genamengi fra fleiri en einni forfedrategund (Anamthawat-Jonsson, 2013, bls. 4).

Til ad dkvarda kjarngerd plontu purfa frumurnar sem skodadar eru ad vera i metafasa pvi
pa eru litningarnir vel adgreindir. Synin eru sett i isvatn &dur en litningaeinangrunin er gerd
til ad auka mitosuskiptingu vefjarins og pannig fa sem flestar frumur i metafasa. Mikilveegt
er ad hafa synin hvorki of stutt né of lengi i isvatninu til ad flestar frumurnar séu i metafasa
en ekki 6drum fosum mitosu. bvi sterra sem genamengid er pvi lengur eru synin hofd i

isvatninu (Anamthawat-Jonsson, 2013, bls. 8).

/Eskilegra er ad nota frumur Ur vaxtarvef rotarenda en pegar litningarnir eru litlir og/eda
margir getur pad reynst omogulegt ad greina kjarngerd plontunnar. P4 er leitast eftir pvi ad
nota litninga sem eru Utpandir. Pvi eru protoplast dropping adferd notud & litninga
sprotabruma (Anamthawat-Jonsson, 2013, bls. 13-14).

Roésazttin (Rosaceae) er fjolbreytt sett med um 2000 tegundir i 100 ettkvislum. bar a
medal eru nytjaplontur med steinaldin, til deemis Kirsuber, og beraldin, svo sem epli.
AEttkvislin Rosa hefur medal einkenna pyrnétta runna, endasted blém sem annadhvort eru
ein og sér eda i skufi. Blomin eru ur atta bikarbl6dum og yfirleitt fimm krénublédum
(Blamey og Grey-Wilson, 1992, bls. 177-178).

I rosablendingnum Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornréschen’ var Rosa
'‘Dornréschen’ notud sem fraemodir og Rosa moyesii var fargesii sem frjogjafi (Hjortur
Porbjornsson, 2001).
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Rosa moyesii var fargesii er afbrigdi af meyjarrés med 2n=4x=28 (Hjortur porbjdrnsson,
2001; Krissmann, 1974, bls. 279). Rosa moyesii er runni sem getur ordid prir metrar ad
haed. Hann er med raudbrina stilka, parada gulleita pyrni og nokkur dékk vinraud blom
saman a grein. bad sem adgreinir Rosa moyesii var fargesii fra Rosa moyesii eru laufin sem

eru styttri og avalari (Kriissmann, 1974, bls 279).

Rosa acicularis eda Heidarés er sumargrenn runni med langa, beina pyrna og stinn
burstahar. Runninn er med purpuraleit eda bleik blom og hard, blagreen smabléd. Résin
finnst & meginlandi Evrépu og er blémgunartimi hennar i juni og juli (Blamey og Grey-
Wilson, 1992, bls. 178). Afbrigdi Rosa acicularis i Nordur-Ameriku er med 2n=6x=42 og
einstaka afbrigdi med 2n=4x=28. Afbrigdi sem finnast i Evropu og Asiu eru med
2n=8x=56 (Elven (ritstjori), (e.d.)). Rosa 'Dornréschen’ er afbrigdi af Rosa acicularis og
latneskt heiti pess er Rosa acicularis Lindl. 'Dornréschen’ (Hoppe, Boos, Fisher,
Vogelpohl og Stutzel, 2013; Grddrastodin Mork, (e.d.)). Rosa 'Dornréschen’ Ur gardi
Kristins Gudsteinssonar er talin vera ferlitna (Hjortur Porbjérnsson, 2001).

Flestar résir virdast vera tvilitna med 2n=2x=14 eda ferlitha med 2n=4x=28 (Yokoya,
Roberts, Mottley, Lewis og Brandham, 2000, bls. 560). pa eru tegundir résa oftast med
2n=2x=14 og flest reektunarafbrigdi og pottaafbrigdi hafa 2n=4x=28. Ferlitna
reektunarafbrigdum hefur stundum verid &xlad vid tvilitna tegundir, oft i von um ad
reektunarafbrigdid 6dlist pol gegn sveppasjukdémum sem er pa til stadar i tvilitna
tegundinni. Axlunin gefur pa af sér 6frjott prilitna afbrigdi en tvoféldun litninga geeti gert
afbrigoid frjott (Khosravi, Kermani, Nematzadeh, Bihamta og Yokoya, 2008, 267-268).

Tilgangur tilraunarinnar var ad akvarda litnun og litningafjolda tveggja tegunda résa (Rosa

L.), flokka paer og skoda moguleg prounartengsl peirra & milli.

2.2 Efni og adferoir

Farid var eftir fyrirmalum i kennslubdkinni Selected Methods in Plant Cytogenetics
(Anamthawat-Jonsson, 2013).
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2.2.1 Efni og taeki

Litningaeinangrun Ur sprotabrumum

e Sprotabrum Ur tveimur tegundum rdsa. Syni voru tekin af eftirfarandi rosum; Rosa
moyesii var. Fargesii x Rosa 'Dornréschen’ sem er uppruninn hja Kristni
Gudsteinssyni og vex vido Sunnuveg og Rosa 'Dornréschen’ sem vex Vid
Selvogsgrunn 10.

e Taeki: Smasja, flursmasja, pipettur P100 og P200 og micro-centrifuge.

e Almennar rannsoknarstofuvérur: 1,5 mL eppendorf glds, petriskalar, pekjugler,
skurdhnifar, pinsettur, naelon net, krukkur, pipettuendar, tilraunaglasastandur, penni

sem rispar gler (glass or diamond-tip pen), synisglerjabakki og geymslubox.

Syruhreinsud synisgler: voru hreinsud i krémsyru (kromtrioxid i 80% brennisteins-
syru) i 24 klukkustundir eda lengur. bau voru sidan skolud fyrst med kranavatni og

sidan med eimudu vatni og geymd i kéldu eimudu vatni.

[svatn: Eppendorf glés voru halffyllt med eimudu vatni og sett i frost. Adur en

sprotabrumin voru sett a glosin var dalitid vatn sett & isinn til ad breeda hann orlitid.

Festivokvi: samanstdd af einum hluta isediksyru (glacial acetic acid) & méti premur
hlutum af 96% etanoli. burfti ad vera notad & innan vid einum degi.

Ensimblanda sprotabruma: Gerdir voru 10 mL. b4 var 500 - 800 einingar af selluldsa
(Onozuka R10 fra Merck #102321) og 300 einingum af pektinasa (Sigma P-4716,
ur Aspergillus niger) blandad saman vid ensimbuffer sem innhélt 75 mM KCI og
7,5 mM EDTA (pH4). Magnid var gert sem margfeldi af 100 pl. Ensimblandan var
geymd vid -20 °C.

Ensimbuffer: Gerdir voru 10 mL. 1,5 mL 1 M KCI og 0,75 mL 0,2 M EDTA (pH
4,5) var blandad saman vid 17,8 mL af eimudu vatni.

KCI lausn: Gerdir voru 100 mL. Gerd var 75 mM KCI lausn (pH 7) med ad blanda
7,5 mL af siudu 1 M KCI vid 92,5 mL af eimudu vatni. Lausnin var geymd i keeli.

Etandl: notad var 95% etandl til ad purrka synisglerin.
DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole): Lausn med 100 pl DAPI i hverjum mL af

vatni var gerd i upphafi. Sidan var han pynnt ut i 1 pl/mL med Mcllvaine‘s citrate

buffer pH 7 (blandad saman 18 mL af 0,1 M einvatnadari sitronusyru og 82 mL af
0,2 M NayHPO,) og geymd vid -20 °C.
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2.2.2 Adferdir

Litningaeinangrun Ur sprotabrumum

I upphafi var safnad synum ur sprotabrumum og pau sett i isvatn vid 4 °C i um 26
Klukkustundir til ad fa sem flestar frumur i metafasa. Notud voru syni Ur tveimur tegundum

résa.

Sprotabrumin voru sidan léttpurrkud & pappir, sett i festivokva og hofd i honum i tveer
klukkustundir vid stofuhita. A pessum tveimur klukkustundum var skipt um festivokva

einu sinni. ba voru sprotabrumin geymd vid -20 °C.

Sprotabrum voru léttpurrkud & pappir og sett & petriskal med eimudu vatni. Eitt sprotabrum
var tekid i einu og og ndd sem mest af laufum og sprota utan af vaxtarvefnum. pb& var
sprotabrumid med vaxtarvefnum sett aftur i petriskalina og pad haft par i 30 minatur. A

beim tima var skipt einu sinni um vatn.

Sprotabrumin voru pé sett i eppendorf glas og 100 pl af ensimbléndu var sett i pad. petta
var gert vid syni ur sex résum og pvi voru notud sex eppendorf glés. Glésin voru merkt og

geymd yfir nott vid stofuhita.

Plontuhlutinn var brotinn vel nidur i ensimbléndunni med pipettuenda. Jafnframt var blasio
i 0g sogid upp med pipettu sem stillt var & 10-20 pl. Plontuleifarnar voru sigtadar gegnum

naelon net i eppendorfglas og pad merkt eins og adur.

Hér eftir var alltaf notadur sami pipettuendinn fyrir hvert syni til ad missa sem minnst af

frumum inni pipettuendann.

1,5 mL af kdldu mM KCI var sett i hvert glas og pad latid standa. Fyrstu synin voru latin
standa i 10 minGtur en osmdsan var ekki naegilega mikil og pvi voru synin par & eftir latin

standa i 15 mindtur.
pa voru glésin spunnin i fimm mindtur & 7000 rpm.

KCI var pa hellt ar eppendorfglasinu og strax purrkad glasio & pappir an pess ad snda pvi

vid & milli.
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NG var 1 mL af kdldum festivokva bett Ut i glasid og hann hafdur i glasinu i 10 minatur
vid stofuhita. A medan var innihald glassins reglulega dregid inn og Gt med pipettu.
Eppendorfglasid var spunnid i fimm mindtur & 7000 rpm. Festivokvanum var hellt ar
glasinu og pad purrkad & pappir an pess ad snda pvi vid & milli. petta skref var endurtekid
tvisvar, i fyrra skiptid var festivokvinn aftur hafdur i glasinu i 10 minatur en i seinna

skiptid var hann hafdur i 30 minutur.

NU var orlitlum festivokva, 30-50 pl, beett Gt i glasid. Magn festivokvans for eftir magni

bess sem var fyrir i glasinu. Sidan var hraert i og 1atid standa i allavega eina mindtu.

NU var dropi tekinn ar yfirbordi vokvans i glasinu og hann latinn detta ar 20 cm haed & kalt,
blautt synisgler, endi pess purrkadur og merktur, glerinu dyft i 96% etandl og pad

loftpurrkad. Synisglerin voru geymd i isskap par til pau voru skodud i rafeinsasmasja.

10-15 pl Fluorochrome DAPI var sett & synisglerin, haft & i eina minutu og sett pekjugler
yfir. bau voru sidan skodud i flarsmésja vid 340-380 nm 6rvun og 430-450 nm endurkast
bylgjulengdar.

2.3 Nidurstoour

Frumur rosarafbrigdanna sem voru valdar til ad skoda frekar voru i metafasa mitdsu.
Astaedan fyrir ad best var ad skoda per i metafasa var ad pa voru litningar frumanna best

adgreindir. Notud var flirsmasja med DAPI siu til ad skoda frumurnar og taka myndir.

Vid talningu litninga blendingsins Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornréschen’ kom i
ljos ad breytileiki veeri & litningafjolda. Fruman med feesta litninga hafdi 2n=28 og st sem
hafdi flesta var med 2n=42 (sj& mynd 4 og mynd 5).

Erfitt var ad aztla nakvaeeman fjolda litninga Rosa 'Dornroschen’. Talning gefur ad fjoldi
litninga sé & bilinu 12-18 (mynd 6). Auk pess sést med samanburdi & frumu blendingsins
Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornroschen’ med 2n=28 (mynd 5) vid frumu Rosa
'‘Dornréschen’ (mynd 6) ad fruma Rosa 'Dornrdschen’ er um pad bil helmingi minni en

2n=28 fruma blendinsins.
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Mynd 4: Litningafjoldi Rosa movesii var fargesii x Rosa 'Dornroschen’ med 2n>30 Myndirnar
eru af frumum blendingsins Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornroschen’ i metafasa i
mitdsuskiptingu. Synin voru litud med DAPI litun og myndirnar teknar med 1000x stekkun i
flarsmaésja. Myndirnar (h;) og (h;) eru af einni og sdmu frumunni og reyndist fruman hafa 2n=42.
Fruman a mynd (i) virdist vera med litningafjéldann & bilinu 30-36 og fruman & mynd (j) & bilinu
38-42. Melistikan & 6llum myndum taknar 10 pm.

Mynd 5: Litningafj6ldi Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornréschen’ med 2n=28 Myndirnar
eru af frumu Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornréschen’ i metafasa i mitosuskiptingu. Synid
var litad med DAPI litun og myndirnar teknar med 1000x steekkun i flarsmasja. Myndirnar (k;) og
(kii) eru af einni og sému frumunni og reyndist fruman hafa 2n=28. Melistikan & 6llum myndum

tdknar 10 pm.
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Mynd 6: Litningafjéldi Rosa 'Dernréschen’ Hér var notud DAPI litun til ad lita frumu Rosa
'‘Dornréschen’ i metafasa i mitosuskiptingu. Fruman var skodud i flarsmasja med DAPI siu og
myndirnar teknar vid 1000x steekkun. (I}) og (l;) eru ein og sama fruman. Melistikan & myndunum
synir 10 um.

2.4 Umraaour

Markmidum tilraunarinnar, ad akvarda litningafjélda tveggja tegunda résa, var nad fyrir

blendinginn Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornréschen’ en ekki nadist ad akvarda
nakvaeman fjolda litninga ut fra mynd 5 sem synir ad fjoldi litninga Rosa 'Dornréschen’ sé
& bilinu12-18. Auk pess litur fruman Gt fyrir ad vera um pad bil helmingi minni en frumur
blendingsins med 2n=28 (sjA mynd 4). En Rosa 'Dornréschen’ er afbrigdi af Rosa
acicularis eins og nefnt var i inngangi (Hoppe, Boos, Fisher, Vogelpohl og Stiitzel (2013)
;Gréorastodin - Mork (e.d.)). Rosa acicularis hefur fundist i Nordur-Ameriku med
2n=6x=42 og i Evrépu og Asiu med 2n=8x=56 (Lewis, 1959; Elven (ritstjori), (e.d.)). Auk
bess hafa fundist afbrigdi i Nordur-Ameriku med 2n=4x=28 (Elven (ritstjéri), (e.d.)). Pad
sem pessi afbrigdi eiga 6ll sameiginlegt er ad grunntalan er x=7. Haegt er ad gera rad fyrir

ad Rosa 'Dornroschen’ sé pad jafnframt og ad han sé pvi liklega tvilitna med 2n=2x=14.

Nidurstodurnar syna breytileika i litningafjdlda innan blendingsins Rosa moyesii var
fargesii x Rosa 'Dornroschen’ en litningafjoldinn var feestir litningar sem fundust i einni
frumu voru 28 (sja mynd 5) en flestir 42 (sja mynd 4). Annadhvort getur verid ad um sé ad
reeda liffreedilegan breytileika eda teeknileg mistok. Eins og kom fram i inngangi hefur
Rosa moyesii var fargesii 2n=4x=28 (Krissmann, 1974, bls. 279) en Rosa 'Dornréschen’
er tvilitna med 2n=2x=14. bvi &tti blendingurinn ad vera prilitna med 2n=3x=21 en liklega
er um ad raeda fjolgun litninga i frumum og ad i einhverjum verdi tvofoldun, p.e. frumurnar

verda sexlitna med 2n=6x=42.
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prounartengslin milli plantnanna eru nokkud augljés par sem Rosa 'Dornroschen’ er

freemddir Rosa moyesii var fargesii x Rosa 'Dornroschen’.

Markmidum tilraunarinnar, ad akvarda lithun og litningafjélda tveggja tegunda rosa,

flokka peer og skoda moguleg préunartengsl peirra & milli, var nad.
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Vidauki

Hluti A

Flursmasja: Notast var vid flursméasja med fimm sium. Hver sia getur endurkastad 1jési vid
dkvedna bylgjulengd og fluorochrome gleypir 1j6sid i pessari akvednu bylgjulengd og
endurkastar pvi i annarri bylgjulengd. Hvert fluorochrome 6rvast einungis vid eina sterd
bylgjulengdar og endurkastar einungis einni steerd bylgjulengdar. DAPI 6rvast vid 345 nm
ljos, endurkastar 458 nm og gefur pannig fra sér blaa flarljomun. FITC/Fluorescein drvast
vid 494 nm 1jés endurkastar 518 nm og gefur fra sér graena flarljémun. Cy3 orvast vid 548
nm ljos, endurkastar 562 nm og gefur fra sér rautt 1j6s. (Anamthawat-Jénsson, 2013, bls.
26)

Quick-spin: Takid snyst 6000 rpm. [ pessa vél eru sett eppendorf glos til ad hraera pad sem
i peim er og fa pad til ad fara alveg i botn glassins.

Thermocycler: betta teki edlissviptir nemana og litningana med hita annad hvort saman
eda i sitthvoru lagi. Edlissviptingin verdur vid akvedinn hita (70-90 °C). I pessari tilraun
voru nemarnir og litningarnir edlissviptir saman & synisgleri vid 88-89 °C. begar
edlissviptingin hefur att sér stad er synisglerid tekid Gr thermocycler og sett vid 37 °C. ba

tengjast nemarnir vid litningana & peim stad par sem videigandi réd er til stadar.
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