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Abstract 
Aromatic chlorinated hydrocarbons are persistent pollutants that are a major 

environmental issue. The biodegradeability of these compounds often lies in 

the mobile elements of protein coding sequences within bacteria. In this 

research project, the biodegradation of persistent pollutants was examined 

within the genome of the Variovorax strain MEA010, where the genome was 

sequenced, assembled and annotated with both automatic and manual 

approaches.  

  The results of this study is that the genome of the MEA010 strain is 

composed of 305 contigs, representing a draft genome. The annotation of the 

contigs resulted in findings of genes coding for various enzymes that 

participate in the biodegradation of persistent pollutants, and it is proposed that 

the MEA010 strain possesses an unidentified operon for degrading aromatic 

chlorinated compounds. Amplification of a gene, coding for putative 

carboxymethylenebutenolidase, was carried out with specialised primers and 

the gene analyzed. The amplification and sequencing of the gene for putative 

carboxymethylenebutenolidase was successful although the detection of active 

sites was impossible. 

 

Keywords: Variovorax, assembly, annotation, chlorinated hydrocarbons 

degradation, carboxymethylenebutenolidase  
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Útdráttur 
Arómatísk klórkolefnissambönd eru miklir mengunarvaldar sem geta safnast 

upp í lífkeðjunni og valdið þar skaða. Lífbrjótanleiki þeirra felst í genagengjum 

baktería sem hafa því hlutverki að gegna að brjóta slík efnasambönd niður. Í 

þessu verkefni voru notaðar erfðamengjarannsóknir til að kanna 

niðurbrotshæfileika Variovorax stofnsins MEA010 til niðurbrots á þrávirkum 

arómatískum klórkolefnissamböndum. Stofninn var heilraðgreindur, 

erfðamengi hans sett saman og skýring þess framkvæmd, bæði með 

sjálfvirkum og handvirkum annóteringaraðferðum.  

  Niðurstöður verkefnisins eru þær að erfðamengi stofnsins MEA010 er í 

305 samfellum sem mynda drög að erfðamengi stofnsins. Skýring 

erfðamengisins spáði fyrir um kóðandi gen sem taka þátt í niðurbroti þrávirkra 

lífrænna efna og lagt er til að MEA010 hafi að geyma óþekkt genagengi sem 

hugsanlega tekur þátt í niðurbroti á arómatískum klórkolefnissamböndum. 

Reynt var að magna upp og raðgreina eitt genið í því genagengi, sem kóðaði 

fyrir mögulegum karboxýmetýlenbútenólídasa. Mögnun og raðgreining tókst en 

ekki var unnt að greina hvort genið kóði fyrir virkum 

karboxýmetýlenbútenólídasa. 

 
Lykilorð: Variovorax, samsetning erfðamengis, skýring erfðamengis, niðurbrot 

klórkolefnissambanda, karboxýmetýlenbútenólídasi 
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Inngangur 
Eiturefni og spilliefni svo sem ýmis varnarefni, efni sem falla til við iðnað, lyf 

og efni frá öðrum uppruna, eru oftar en ekki uppbyggð af halógenuðum 

arómatískum efnum sem erfitt er að brjóta niður. Þekktustu efnin eru m.a.  

varnarefnin díklór-dífenýl-tríklóretan (DDT), hexaklórsýklóhexan (HCH) og 

hexaklórbensen (HCB) ásamt pólýklórbífenýlsamböndum (PCB) frá iðnaði, en 

mengun af völdum þessara þrávirku lífrænu efna er talin vera eitt alvarlegasta 

mengunarvandamál heimsins (Umhverfisstofnun e.d.). Þó svo að það greinist 

ekki mikil mengun á Íslandi miðað við annarsstaðar (Jensen et al. 2012), er 

uppsöfnun þrávirkra lífrænna efna mjög óæskileg og getur haft alvarlegar 

afleiðingar fyrir lífríkið. Vegna þessa hefur niðurbrot örvera á þrávirkum 

lífrænum efnum lengi vel verið brennidepill vísindamanna í von um að finna 

lausn til að sporna gegn sífellt aukinni mengun jarðar (Van der Meer et al. 

1992). Variovorax er ættkvísl baktería sem vakið hefur áhuga vísindamanna á 

síðustu árum vegna fjölbreyttra efnaskiptaferla og þá sérstaklega vegna 

hæfileika sinna til að brjóta niður arómatísk og þrávirk efni, auk ýmissa fjölliða 

(Satola et al. 2013). Variovorax paradoxus er þess vegna afar áhugaverð og 

áhugavert að skoða nýtingu hennar í líftækni. 

 Ein leið til að kanna niðurbrotshæfileika og mögulega nýtingu örvera í 

líftækni er að notast við erfðamengjarannsóknir. Þegar verið er að raðgreina 

erfðamengi lífveru í fyrsta skiptið eða alveg frá grunni er oft notað hugtakið 

„de novo raðgreining“ en þá er ekki stuðst við fyrirfram raðgreindar raðir sem 

viðmið fyrir raðgreininguna og samsetningu raða. Ýmsar aðferðir við de novo 

raðgreiningu eru í boði í dag sem og fjöldi sérhæfðra samsetningaralgóriþma 

fyrir slíka raðgreiningu (Miller et al. 2010, Shendure & Ji 2008). Skýring 

erfðamengis, eða annótering, er undirstaða þess að raðgreining skili einhverri 

þekkingu því með henni eru langar raðir kjarnsýra þýddar yfir í upplýsingar 

sem geta útskýrt fyrir okkur hvernig tilteknar lífverur virka og starfa. 

 

Í lokaverkefni Margrétar Evu Ásgeirsdóttur, árið 2013, var einangraður stofn 

úr himnuskóf (Peltigera membranecea) og greint frá því að stofninn væri af 

ættkvísl Variovorax. Stofninn, sem fékk heitið MEA010, var kennigreindur 
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með 16S rRNA raðgreiningu en hún gefur til kynna að stofninn sé 99% líkur 

Variovorax paradoxus og 99% líkur Variovorax boronicumulans (Margrét Eva 

Ásgeirsdóttir 2013). Stofninn var heilraðgreindur innan doktorsverkefni 

Margrétar Auðar Sigurbjörnsdóttur sem ber heitið „The Peltigera microbiome: 

metagenomic analysis, targeted cultivation and biogeography“. Verkefni þetta 

er því nátengt verkefni Margrétar Auðar Sigurbjörnsdóttur og markmið þess er 

að svara eftirfarandi rannsóknarspurningum: 

• Er hægt að setja saman erfðamengi MEA010 stofnsins út frá þeim gögnum 

sem fyrir liggja? 

• Eru til staðar gen í genamengi MEA010 sem taka þátt í niðurbroti á 

þrávirkum lífrænum efnum? 

• Má ætla að MEA010 sé hentugur lífhreinsistofn? 

Verkefnið felst í því að setja saman erfðaefni Variovorax stofnsins MEA010 

með því að gera de novo raðgreiningu og samsetningu, sem verður svo skýrð 

með annóteringarforritum til að finna út hvaða gen eru til staðar í genamengi 

stofnsins og hvernig þau raðast. Lögð verður áhersla á að skýra gen og 

genagengi sem taka þátt í niðurbroti á þrávirkum lífrænum efnum.  
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1.1 Variovorax paradoxus 
Variovorax paradoxus var fyrst kynnt til sögunnar af Davis et al. (1969) sem 

Alcaligenes paradoxus en var síðan endurskipuð í nýja ættkvísl, Variovorax, 

eftir rRNA greiningu (Willems et al. 1991). Nafnið Variovorax sem Willems et 

al. (1991) gáfu ættkvíslinni, vísar til fjölbreytni (L. varius) og átu eða 

matgræðgi (L. vorax) og væri því hægt að segja Variovorax vera „fjölætu“. 

Paradoxus, eða „þversögn“ vísar til þess að tegundin V. paradoxus er 

ófrumbjarga, en getur þó jafnframt nýtt sér ólífræn efni til vaxtar og viðhalds  

(Davis et al. 1969). Ættkvíslin Variovorax, sem er undir Comamonadaceae ætt 

Próteóbaktería, innihélt lengi vel aðeins þessa einu tegund, V. paradoxus, þar 

til Yoon et al. (2006) einangruðu V. dokdonensis úr jarðvegi í Dokdo í Kóreu. 

Síðan þá hafa fjórar þekktar tegundir bæst í safnið; V. boronicumulans (Miwa 

et al. 2008), V. ginsengisoli (Im et al. 2010) og V. soli (Kim et al. 2006) sem 

allar voru einangraðar úr jarðvegi, ásamt V. defluvii sem einangruð var úr 

skólpi (Jin et al. 2012). Það er þó víst að V. paradoxus er þekktasta tegund 

ættkvíslarinnar og hefur hún vakið áhuga vísindamanna vegna sérstöðu sinnar í 

lífefnaferlum. Vegna þess hafa verið heilraðgreindir þrír stofnar af V. 

paradoxus, en fulltrúar hinna Variovorax tegundanna hafa ekki enn verið 

raðgreindir (Brandt et al. 2014, Han et al. 2011, Han et al. 2013) . 

Upphaflega vakti [Alcaligenes] paradoxus athygli þar sem sumir 

stofnar innan tegundarinnar sýndu getu til að nota H2 sem orkugjafa (Davis et 

al. 1969). Þeim stofnum var því lýst sem bíótýpu I, en þeir stofnar sem voru 

eingöngu ófrumbjarga voru sagðir vera af bíótýpu II. Síðan þá hafa rannsóknir 

á V. paradoxus sýnt fram á yfirgripsmikla lífefnaferla sem upplagt er að skoða 

frá líftæknilegu sjónarmiði og nýta þá hæfileika sem bakterían hefur upp á að 

bjóða (Satola et al. 2013). Nýmyndunarferlar V. paradoxus, aðrir en þeir 

lífsnauðsynlegu, eru ekki mjög vel þekktir en bæði lífefnafræðilegar 

rannsóknir sem og rannsóknir á genamengi tegundarinnar gefa helst til kynna 

mikla niðurbrotshæfileika á  arómatískum efnum, brennisteinsefnum og 

ýmsum fjölliðum, auk annarra þrávirkra efna (Satola et al. 2013).  

1.1.1 Niðurbrotsferlar Variovorax paradoxus 

Erfðamengjarannsóknir hafa m.a. sýnt burði örverusamfélaga til að brjóta 

niður pólýklórbífenýl sambönd, en Nogales et al. (1999) gerðu metagenóm 
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rannsókn á PCB menguðum jarðvegi þar sem skimað var eftir bph 

genagenginu og fundu þar raðir úr Variovorax í miklum mæli. Auk þess hafa 

verið skýrð genin styAB, sem kóða fyrir ensími sem brýtur niður arómatíska 

plastefnið pólýstýren, í stofni V.paradoxus EPS (Tischler et al. 2012). Nýlega 

fannst genið LibA í V.paradoxus sem tjáir fyrir nýjum hýdrólasa sem brýtur 

niður illgresiseyðinn linúron (Bers et al. 2011). Einnig hefur komið í ljós að 

þar sem V. paradoxus getur verið valháð loftóháð, getur hún brotið niður 

arómatísk efni með loftháðum eða loftóháðum ferlum. Sem dæmi hefur V. 

paradoxus stofn S110 hugsanlega að geyma ensím sem brýtur niður tóluen 

bæði loftháð og loftóháð (Han et al. 2011). 

Lífefnafræðilegar rannsóknir hafa enn fremur sýnt fram á niðurbrot á 

forvera trínítrótólúens (TNT), 2,4-dínítrótólúeni (2,4-DNT), með 2,4-DNT 

díoxýgenasa sem táknbundinn er í dntAa genið en niðurbrot á 2,4-DNT fer 

fram í samstarfi við aðrar tegundir sem halda niðurbrotinu áfram (Snellinx et 

al. 2003). Niðurbrot á þekktum varnarefnum hefur mikið verið skoðað og er V. 

paradoxus þekkt fyrir að geta brotið niður varnarefni eins og linúron  

(Dejonghe et al. 2003), atrasín (Smith et al. 2005) og simasín (Santiago-Mora 

et al. 2005). Lengi hefur verið vitað að sumir V. paradoxus stofnar geti brotið 

niður illgresiseyðinn 2,4-díklórófenoxýasetat (2,4-D) (Fisher et al. 1978). 

Ýmsir aðrir niðurbrotsferlar hafa verið uppgötvaðir, svo sem niðurbrot 

merkaptósúksínats, en það kemur fyrir sem milliefni við myndun ýmissa lyfja 

(Carbajal-Rodriguez et al. 2011), niðurbrot á súlfólani sem er algengur leysir 

(Greene et al. 2000) og niðurbrot á fjölliðunum kítíni (Otsu et al. 2003) og 

sellulósa (Talia et al. 2012). Niðurbrot bakteríunnar á boðefninu asýl-

hómóserín laktóni (asýl-HSL) er einnig áhugavert þar sem óalgengt er að 

bakteríur sem nota boðefnið sín á milli brjóti það líka niður, en V. paradoxus 

getur notfært sér asýl-HSL bæði sem uppsprettu orku og niturs (Leadbetter & 

Greenberg 2000). Variovorax paradoxus hefur því að geyma mikla 

niðurbrotshæfileika og getur brotið niður fjölda ólíkra efna, en áhugavert þykir 

að skoða niðurbrot hennar á þrávirkum lífrænum efnum enn frekar. 
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1.2 Þrávirk lífræn efni 
Þrávirk lífræn efni eru, eins og nafnið gefur til kynna, lífræn efni sem eru þolin 

gagnvart náttúrulegu niðurbroti. Þrávirk efni, hvort sem þau eru lífræn eða 

ólífræn er gjarnan vísað til sem framandefna (xenobiotics) en það eru þau efni 

sem ekki eiga uppruna sinn að rekja til tiltekinnar lífveru, fæðu hennar eða 

umhverfi og eru því framandi fyrir ensímvirkni lífvera (Khomenkov et al. 

2008, Van der Meer et al. 1992). Þrávirk lífræn efni eru því þau 

kolefnissambönd sem lífverur eiga erfitt með að brjóta niður. Flest eiga þau 

það sameiginlegt að hafa arómatíska uppbyggingu, þ.e. hringstrúktúr með 

tvítengjum sem færast til innan hringsins og mynda þannig vokmyndir til að 

halda strúktúrnum stöðugum. Slík uppbygging gerir þeim kleift að vera stöðug 

í náttúrunni, enda eru arómatísk efni næst algengasta form lífmassa á jörðinni 

vegna stöðugleika þeirra. En uppbygging þrávirkra lífrænna efna gerir það 

einnig að verkum að þau eru fituleysanleg og því auðveldlega tekin upp af 

lífverum þar sem þau geta safnast upp og valdið skaða (Parkinson 2001). 

 Þrávirk lífræn efni koma frá ýmsum endum en þau eru mikið notuð 

sem varnarefni, lyf og milliefni í iðnaði svo eitthvað sé nefnt (Khomenkov et 

al. 2008). Halógenuð efni, þ.e. þau efni sem hafa halógen bundið með 

samgildum tengjum við kolefnisatóm hringstrúktúrsins, eru gjarnan 

einkennandi fyrir þrávirk lífræn efnasambönd, en afhalógenun 

(dehalogenation) getur reynst lífverum mjög erfið (Bhatt et al. 2007, Janssen 

et al. 2005). Algengustu halógenuðu þrávirku efnin eru klórkolefnissambönd 

en þau eru flest flokkuð sem þrávirkir lífrænir mengunarvaldar (Persistent 

Organic Pollutants, POPs) og nauðsynlegt er að koma í veg fyrir uppsöfnun 

þeirra í lífríkinu. Stokkhólms sáttmálinn var fyrst undirritaður árið 2001 en 

hann felur í sér eyðingu þrávirkra spilliefna, að draga úr notkun þeirra og reyna 

markvisst að komast hjá myndun þeirra (Secretariat of the Stockholm 

Convention 2008). Af þessum þrávirku lífrænu mengunarvöldum má helst til 

nefna pólýklórbífenýlsambönd (PCB), sem hafa mikið verið notuð í iðnaði, og 

vel þekkt varnarefni á borð við díklór-dífenýl-tríklóretan (DDT) og 

hexaklórsýklóhexan (HCH). Klóruð díoxín, eða PCB-lík díoxín, eru einnig 

dæmi um þrávirka mengunarvalda sem valda hvað mestum áhyggjum vegna 
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eituráhrifa þeirra (McKay 2002). Á Mynd 1 má sjá dæmi um nokkur þrávirk 

klórkolefnissambönd og uppbyggingu þeirra. 

 

 
 

Mynd 1. Uppbygging nokkra þrávirkra lífrænna efna. Myndin sýnir uppbyggingu 1,4-
díklóróbensen, pólýklórbífenýl (PCB), díklór-dífenýl-tríklóretan (DDT), gamma-
hexaklórósýklóhexan (HCH), hexaklóróbensen (HCB) og 2,3,7,8-
tetraklórdíbensódíoxín. Myndin var teiknuð í ChemDraw 13.0 Pro eftir upplýsingum 
ChemACX. 

 

1.2.1 Niðurbrot þrávirkra lífrænna efna 

Afeitrun þrávirkra lífrænna efna felst helst í ummyndun efnanna úr 

fituleysanlegu formi í vatnsleysanlegt form með ensímum (Parkinson 2001). 

Flestar lífverur hafa að geyma ensím sem ummynda eiturefni í skaðlaus efni 

sem þær geta svo losað sig við, enda stanslaust í snertingu við óæskileg efni. 
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Hæfileiki baktería til afeitrunar er hins vegar mest rannsakaður þar sem þróun 

þeirra byggist á því að nýta sér orkuna þar sem hún gefst (Van der Meer et al. 

1992). Þróunin felst í því að aðlagast umhverfinu, hvort sem það er með 

stökkbreytingum, umröðun eða flökkugenum (horizontal gene transfer) 

(Springael & Top 2004, Van der Meer et al. 1992), en bakteríur geta einnig 

sett saman nýja niðurbrotsferla með aðlögun ensíma sem þegar er kóðað fyrir í 

erfðamengi þeirra (Copley 2000). Frá þróunarfræðilegu sjónarmiði geta 

bakteríur þess vegna brugðist skjótt við breyttum umhverfisaðstæðum og lengi 

hefur verið þekkt að bakteríur sem geta brotið niður þrávirk arómatísk efni, 

geymi genin á plasmíði sem auðveldar þeim að flytja genin sín á milli 

(Pemberton & Fisher 1977). Þess vegna er niðurbrot arómatískra efna gjarnan 

eitt það fyrsta sem hugað er að þegar verið er að skoða niðurbrotsferla örvera, 

hvort og þá hvernig þær brjóta niður arómatísk efni, en þau eru nær eingöngu 

brotin niður af örverum (Heider & Fuchs 1997).  

Afhalógenun er mikilvægur liður í niðurbroti mengunarvalda þar sem 

flest þrávirk lífræn efni eru klórkolefnissambönd. Niðurbrot baktería á 

þrávirkum arómatískum klórkolefnissamböndum getur annað hvort farið fram 

loftháð eða loftóháð, en það fer eftir uppbyggingu efnanna og hvar 

klórsameindirnar eru staðsettar. Þær geta annað hvort afhalógenað efnin fyrst 

og undirbúið þau þannig fyrir klofningu hringstrúktúrsins, ferill sem venjulega 

fer fram loftfirrt, eða með loftháðu ferli þar sem klippt er á hringinn fyrst og 

afhalógenað svo (Bhatt et al. 2007, Janssen et al. 2005). Þannig fer niðurbrot 

klórkolefnissambanda mikið eftir getu örveranna til niðurbrots á arómatískum 

efnum. 

Niðurbrot baktería á arómatískum efnum fer fram bæði loftháð og 

loftfirrt þar sem loftháðir ferlar fara fram með mónóoxýgenösum og 

díoxýgenösum sem nauðsynlegir eru til að rjúfa hringstrúktúrinn (Díaz et al. 

2013). Bakteríur sem hafa loftfirrta ferla notast hins vegar við bensóýl-CoA 

redúktasa og eyða þannig arómatíska hringstrúktúrnum með afoxun (Heider & 

Fuchs 1997). Til þess að kljúfa hringinn þarf fyrst að brjóta niður eða 

ummynda efnið í milliefni sem hringkljúfandi ensímin þekkja, þá helst 3,4-

díhýdróbensósýru eða katekól, sem síðan eru brotin niður (Van der Meer et al. 

1992). Þau gen sem sjá um að rjúfa hringinn er gjarnan skipt upp eftir því 

hvernig ensímin sem þau kóða fyrir kljúfa hringstrúktúrinn, með meta-
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rofningu eða ortho-rofningu (Mynd 2) (Khomenkov et al. 2008). Gen sem 

kóða fyrir meta-rofningu á arómatískum efnum kóða svokallaða extradíól 

díoxýgenasa, t.d. katekól-2,3-díoxýgenasi sem er kóðaður er af genunum xylE, 

nahH og dmpB, en slík gen eru venjulega staðsett á plasmíðum. Ortho-rofning 

er gerð með ensímum sem flokkast undir intradíól díoxýgenasa þar sem, meðal 

annars, er 3,4-díhýdróbensósýru 3,4-díoxýgenasi sem kóðaður er af pcaGH 

genagenginu. pcaGH ásamt öðrum genum sem sjá um ortho-rofningar ferli svo 

sem cat genagengið, eru venjulega staðsett á litningi baktería. Oft hafa 

bakteríur fleiri en eitt genagengi og geta tjáð bæði genagengin eða bara annað 

þeirra í einu, allt eftir hentugleika (Van der Meer et al. 1992).  

 

 

Mynd 2. Gen sem kóða fyrir niðurbroti arómatískra efna. Myndin sýnir gen kóðandi 
fyrir extradíól díoxýgenösum fyrir meta-rofningu og intradíól díoxýgenösum fyrir ortho-
rofningu á arómatískum efnum og sýnir hvar þeir rjúfa hringinn (Van der Meer et al. 
1992).  
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1.3 Erfðamengjarannsóknir og lífupplýsingatækni 

1.3.1 Heilraðgreining 

Raðgreining á DNA gerir mönnum kleift að lesa langar niturbasaraðir sem eru 

uppistaða þess líffræðilega fjölbreytileika sem þekktur er í dag. Raðgreining á 

DNA hefur verið framkvæmd með ýmsum aðferðum, en sú sem hefur verið 

mest notuð í DNA-rannsóknum síðustu 30 árin, er hárpípuaðferðin sem byggð 

er á raðgreiningaraðferð Sangers (Sanger & Coulson 1975, Sanger et al. 1977). 

Aðferðin er vel þekkt, en í stuttu máli gengur hárpípuaðferðin út á að nota 

flúrmerkt kirni sem vanta hýdroxýl hóp á 3’ enda sem efnivið í framlengingu 

DNA þráðarins. Þegar kirnið skortir hýdroxýl hópinn veldur það því að 

lenging þráðarins stöðvast og þannig verður til afurð með flúrljómandi kirni á 

endanum. Þetta er endurtekið út DNA þráðinn og þar sem hver niturbasagerð 

er merkt með ákveðnum lit, er hægt að lesa röð niturbasanna með leysigeisla er 

þeir flytjast í gegn um hárpípugelið. Seinna kynntu Sanger et al. (1980) hina 

svokölluðu haglabyssuaðferð (shotgun sequencing) sem byggist á því að klóna 

handahófskenndar raðir inn í hýsil og raðgreina þær með fyrrnefndri aðferð. 

Með þessu mátti safna saman röðum erfðaefnis með einfaldari og fljótlegri 

hætti en áður. Það var þó ekki fyrr en árið 1995 sem fyrst var raðgreint heilt 

erfðamengi, þegar erfðaefni Haemophilus influenzae var raðgreint 

(Fleischmann et al. 1995), en það var gert með því að notast við aðferð sem 

byggir á pörun samsvarandi enda (pairwise-end sequencing). Þá eru raðir sem 

raðgreindar hafa verið með haglabyssuaðferð, brotnar upp í undirraðir sem 

skarast og samröðun („assemblering“) raðarbúta í stærri raðasamfellur 

(contigs) og, að lokum heildstætt erfðamengi, þannig gerð möguleg (Roach et 

al. 1995). Haglabyssu-heilraðgreining (Whole genome shotgun, WGS) er því í 

stuttu máli þannig að heilt erfðamengi er raðgreint með því að úrtök raða úr 

erfðamenginu eru samtals margfalt lengri en lengd erfðamengisins sjálfs, 

þannig að margar stuttar raðir frá tilviljanakenndum stöðum í erfðamenginu 

skarast hver við aðra og geta myndað eina heild. Síðan þá hafa fyrrnefndar 

aðferðir gert það mögulegt að raðgreina erfðamengi fjölda lífvera og hafa ýmis 

verkefni verið í gangi sem miða að því að birta heil erfðamengi, en þá má helst 

nefna mannerfðamengisáætlunina (The Human Genome Project) sem birti 

erfðamengi mannsins um síðustu aldamót (International Human Genome 
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Sequencing Consortium 2001, International Human Genome Sequencing 

Consortium 2004).  

1.3.2 Næstu kynslóðar raðgreiningar  

Sífellt er leitast við að bæta þær aðferðir sem notaðar eru til að flýta fyrir, 

auðvelda og hámarka árangur. Í dag nær hárpípuaðferð Sangers 99,999% 

nákvæmni og getur raðgreint allt að 1000 basapara raðir í einni keyrslu 

(Shendure & Ji 2008), en nákvæmni og lengd raðanna er á kostnað afkasta og 

kostnaðar. Stöðug þróun hefur verið í raðgreiningartækni síðustu ár og hafa 

fyrirtæki sett á markað raðgreiningartæki sem byggjast á mismunandi 

aðferðum við raðgreiningu, sem í flestum tilfellum tekst að auka afköst og 

lækka kostnað. Afkastameiri raðgreiningaraðferða er gjarnan vísað til sem 

næstu kynslóðar raðgreiningar (Next Generation Sequencing, NGS) sem valdið 

hafa byltingu í afköstum raðgreiningar á síðari árum og auðvelda til muna 

rannsóknir á ýmsum sviðum líffræði og læknisfræði svo dæmi séu tekin 

(Henson et al. 2012, Shendure & Ji 2008). NGS aðferðum má skipta í 

svokallaðar 2. kynslóðar og 3. kynslóðar aðferðir, en allar eiga þær það 

sameiginlegt að byggjast ekki á aðferðum Sangers. Dæmi um þær 2. kynslóðar 

raðgreiningar sem eru aðgengilegar eru 454 Life Sciences (www.454.com), 

Solexa frá Illumina (www.illumina.com) og Applied Biosystems SOLiD frá 

Life Technologies (www.lifetechnologies.com). Ion Torrent, einnig frá Life 

Technologies (www.lifetechnologies.com), má nefna sem dæmi um 3. 

kynslóðar raðgreiningar, en það eru þær raðgreiningaraðferðir sem raðgreina 

DNA mólekúlin beint, án þess að magna þau upp áður (Henson et al. 2012). 

Hér á eftir verður þó einungis farið í Solexa aðferð Illumina. 

Solexa aðferðin „raðgreining með nýmyndun“ (Sequencing by 

Synthesis, SBS) sem er bundin einkaleyfi Illumina er notuð í öllum 

raðgreiningarkerfum Illumina t.d. HiSeq 2500, NextSeq 500 og MiSeq  

(Illumina 2014). SBS raðgreiningin byggist á gagnhverfum lituðum 

lokatáknum þar sem DNA er fest við prímera á sýnisgleri og magnað upp 

þannig að staðbundin þyrping klóna er mynduð. Öllum fjórum gerðum DNA 

núkleótíða er fleytt yfir glerið og þeim sem ekki bindast er skolað burtu. 

Þannig á raðgreiningin sér stað á meðan verið er að nýmynda DNA þráðinn  

(Bentley et al. 2008). Aðferðin er sú afkastamesta sem til er í dag með lægstu 
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villutíðnina og sýnt hefur verið fram á að raðgreining með MiSeq kerfinu henti 

best við de novo raðgreiningu, samanborið við aðrar NGS 

raðgreiningaraðferðir (Loman et al. 2012, Quail et al. 2012). Undirstaða þess 

að samsetning erfðamengis virki sem skildi, er að gæði raðgreiningargagna séu 

eins mikil og mögulegt er. MiSeq kerfið gefur bestu fáanlegu gögnin, 

samstæðar raðir (paired-end sequences), með nákvæmustu raðgreiningartækni 

sem völ er á í dag og er þannig best til fallið þegar verið er að raðgreina og 

setja saman erfðamengi de novo. 

1.3.3 Samsetning (Assembly) 

Þegar sett er saman erfðamengi de novo, má ímynda sér að það sé eins og að 

setja saman púsl án þess að hafa myndina framan á kassanum til viðmiðunar.  

Pevzner et al. (2001) benda á að erfðafræðingar hafi oft gaman af púsluspilum, 

rétt eins og börn, nema hvað að þegar um erfðaefni ræðir eru brotin örlítið 

fleiri og aðeins flóknara að setja þau saman. Kannski er það ekki aðeins vegna 

fjölda brota heldur frekar eðli þeirra sem það er nánast ógerlegt að setja saman 

púsluspil líffræðinnar án þess að hafa kerfisbundna aðferð til að raða þeim 

saman. Eins og kom fram hér að ofan er heilraðgreining tiltölulega einföld í 

framkvæmd og skilar af sér fjölda stuttra raða á skömmum tíma. En 

raðgreiningin skilar hráum gögnum sem ómögulegt væri að setja saman í eina 

heild og túlka, nema með hjálp algóriþma. Úr því að næstu kynslóðar 

raðgreiningar skila af sér meira magni gagna í formi styttri raða og mikillar 

þekju, þurfa samsetningaralgóriþmar og forrit að vera í stakk búin til að setja 

saman gögnin úr afkastameiri raðgreiningum og hefur þróun þeirra farið mikið 

fram síðan 2005 (Miller et al. 2010) .  

Samsetning erfðamengis (assembly) er venjulega byggð á stiggengum 

algóriþma (hierarchiral algorithm) sem raðar gögnum eftir tilteknum reglum í 

mismunandi þrep með hliðsjón af því hvernig samskiptum þeirra er háttað. 

Sum þrepin eru undirskipuð öðrum og þannig getur stigveldislíkanið flokkað 

raðirnar og kortlagt mögulega röð eftir mikilvægi og samskiptum raðanna. 

Þannig geta samsetningaralgóriþmar samraðað lesröðum (reads) í samfellur 

(contig) og síðan samfellum í stoðraðir (scaffold) (Miller et al. 2010). Til þess 

nota samsetningaralgóriþmar hnitarit (graph) þar sem raðirnar eru hnútar 
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(nodes) og skörun á milli raða eru örvar (arrows eða directed edges) sem 

tengja saman raðirnar (Compeau et al. 2011). 

Klassíska leiðin er að nota samsetningaralgóriþma sem setja saman þær 

raðir sem skarast með hringuðu örvaneti eða hring Hamiltons (Hamiltonian 

cycle), þ.e. aðeins er farið einu sinni um hvern hnút og brautin endar á 

upphafspunkti. Reynslan hefur sýnt að algóriþmar sem finna einungis skaranir 

raða, virðast ekki ráða við endurteknar raðir innan erfðamengisins auk þess 

sem gögn úr nýrri kynslóða raðgreiningum eru of viðamikil til að fýsilegt sé að 

nota hring Hamiltons (Compeau et al. 2011). Flest forrit fyrir samsetningu 

gagna úr nýrri kynslóða 

raðgreiningum nota de 

Bruijn hnitarit sem byggja 

á leið Eulers (Eulerian 

path) (Mynd 3). De Bruijn 

hnitarit nota k-liðu, sem 

eru stuttar raðir basapara 

með fyrirfram ákveðna 

lengd, til þess að finna 

samsvarandi raðir 

(Pevzner et al. 2001). 

Lengd k-liðunnar þarf að 

vera nægilega mikil til 

þess að ósamstæðar raðir 

hafi ekki sömu k-liðu, en 

þarf þó að vera nógu stutt 

til þess að samstæðar raðir hafi k-liðuna sameiginlega. Samsetning byggð á k-

liðum er venjulega notuð vegna skilvirkni samsetningarinnar þar sem fljótlegra 

og einfaldara er að finna samsvarandi k-liðu frekar en skörun raðanna, þannig 

að hver ör er farin aðeins einu sinni, en ekki hver hnútur (Compeau et al. 2011, 

Miller et al. 2010). Það getur þó valdið því að algóriþmanum yfirsjáist rétta 

skörun raða og getur því haft minni næmni en klassískir algóriþmar sem 

byggjast á því að finna skörun raðanna (Pevzner et al. 2001).  

Dæmi um samsetningarforrit sem setur saman raðgreiningargögn með de 

Bruijn hnitariti, er CLC Genomics Workbench sem styður allar helstu tegundir 

Mynd 3. De Bruijn hnitarit fyrir fjögurra basa k-liðu og 
tveggja stafa stafróf. Myndin er frá Compeau et al.  
(2011) og sýnir hvernig samsetning með leið Eulers 
virkar. Hver ör er farin aðeins einu sinni á meðan hver 
hnútur er heimsóttur oft og leiðin endar í upphafshnúti 
sem lokar hringnum. Euler hringurinn heimsækir 
hnútana í röðinni 0000, 0001, 0011, 0110, 1100, 1001, 
0010, 0101, 1011, 0111, 1111, 1110, 1101, 1010, 
0100, 1000, þar sem fyrsti stafurinn í hverjum hnúti 
mynda saman röðina 0000110010111101. 
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gagna úr nýrri kynslóða raðgreiningum ásamt Sanger raðgreiningargögnum  

(CLC bio 2014). CLC Genomics Workbench getur sett saman gögn bæði með 

de novo samsetningu og eftir þekktri röð. De novo samsetningunni er skipt í 

tvennt þar sem röðunum er fyrst raðað saman í samlægar raðir, sem síðan eru 

notaðar til að kortleggja raðirnar. Þetta er gert með því að gera de Bruijn 

hritarit þannig að orð (words) eru útbúin með ákveðinni orðalengd (word size), 

þar sem hvert orð hefur fjórar mögulegar myndir að framan og að aftan (Mynd 

4) (CLC bio 2012). 

A 

 
 
B 

 

 
 
Mynd 4. Dæmi um orð sem notuð eru sem hnútar í de Bruijn hnitariti við samsetningu 
á erfðamengi de novo. A: Í miðjunni er gefið orð sem er ákveðið margir basar að 
lengd, en út frá því er útbúin orðatafla um allar mögulegar myndir orðanna að framan 
og að aftan. Í gögnunum er síðan leitað að þessum orðamyndum og ef aðeins ein 
orðamynd er til staðar eru raðirnar paraðar saman. B: Ef fleiri en einn möguleiki er til 
staðar eru þeir báðir tengdir og bóla (bubble) getur myndast. Ef fleiri orðamyndir eru til 
staðar í gögnunum getur hnitaritið orðið mjög greinótt. Myndin er fengin frá CLC bio 
(2012). 

CLC Genomic Workbench gefur kost á því að breyta og bæta gagnaúrvinnslu 

með því að gefa upp gæði samsetningarinnar. Þrjár megin stærðir eru notaðar 

til að meta gæði samsetningarinnar og áætla hversu langt er í land við 

samsetningu á heilu erfðamengi. Fjöldi samfellna er megin þáttur í því að meta 

í hversu mörgum bútum erfðamengið er og venjulega gildir að því færri sem 

samfellurnar eru, þeim mun betri er samsetningin. Einnig er notaður 

heildarfjöldi basa á öllum samfellum. Heildarfjöldi basa á venjulega að vera 

sem næst heildar basafjölda sömu eða svipaðrar lífveru sem hefur verið 

heilraðgreind áður. Síðast en ekki síst er notast við N50 til að meta gæði 

samlægra raða. N50 er tölfræðileg stærð sem gefur lengd minnstu samfellunnar 

sem er í hópi stórra raða ef heildar röðum er skipt í tvennt: stórar og litlar raðir. 

Þessi aðferð gefur því oft betri mynd af lengd samfellna, þar sem meðaltal af 
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lengd raðanna skekkist gjarnan ef margar stuttar raðir eru í gögnunum (CLC 

bio 2012).   

1.3.4 Skýring (Annotation) 

Raðgreining og samsetning erfðamengis segir lítið ef ekki væri fyrir skýringu 

erfðamengisins. Stein (2001) útskýrir annóteringu þannig að hún sé í raun 

margföld greining á hráum röðum raðgreiningargagna, þar til líffræðilegt gildi 

erfðaefnisins er fundið og skilningi okkar á þýðingu þess er náð. Þetta ferli 

getur þó tekið langan tíma og ekki hægt að segja fyrir víst hvenær því ferli er 

lokið, eða hvort því ljúki nokkurn tímann. 

Skýring, eða „annótering“, erfðamengis er byggð á þremur megin 

þáttum: skýringu á kjarnsýrustigi, skýringu á próteinstigi og skýringu á 

lífefnaferlum (Médigue & Moszer 2007, Stein 2001). Skýring á kjarnsýrustigi 

felst í því að staðsetja og spá fyrir um gen, ásamt því að bera kennsl á önnur 

erfðafræðileg kennileiti. Þannig eru öll helstu kennileiti erfðaefnisins kortlögð 

og opnir lesrammar (open reading frames, ORFs), eru notaðir til að finna 

mestu samsvörun við þekkt gen. Skýring á próteinstigi snýr að því að finna út 

hvað genin kóða, hvaða prótein eru til staðar og hvernig þau virka. Þetta felur í 

sér að gefa genum hlutverk þannig að þau kóði fyrir hugsanlegum próteinum 

sem hegða sér á ákveðinn hátt. Þegar búið er að finna ORFs og hugsanleg gen 

sem kóða ákveðin prótein, er að lokum leitast við að átta sig á sambandi 

genanna og þeirra lífefnaferla sem þau taka þátt í (Stein 2001).  

Annótering er mikið til byggð á samanburðarerfðafræði (comparative 

genomics), þar sem ávallt er verið að bera saman gögnin við áður birt gögn; 

finna mestu samsvörun gena við þekkt gen, finna bestu samröðun milli raða og 

finna mestu líkindin á milli lífvera. Segja má að annótering sé einnig 

undirstaða samanburðarerfðafræðinnar, vegna þess að með því að annótera 

erfðamengi er stanslaust verið að uppfæra og bæta þá gagnabanka sem notaðir 

eru við annóteringu nýrra erfðamengja. Gagnabankarnir GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) hjá NCBI (The National Center for 

Biotechnology Information), ENA (http://www.ebi.ac.uk/ena/) hjá EMBL 

(European Molecular Biology Laboratory) og DDBJ (DNA Data Bank of 

Japan) (http://www.ddbj.nig.ac.jp), eru allir meðlimir í INSDC (International 

Nucleotide Sequence Database Collaboration) (http://www.insdc.org), sem sér 
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til þess að DNA upplýsingar séu aðgengilegar og að samræmi sé á milli þeirra. 

Þeir skiptast á gögnum daglega sem gerir mönnum kleift að nálgast sem 

réttastar upplýsingar og þannig sem réttastar niðurstöður hverju sinni (Benson 

et al. 2014). Algengast er að nota GenBank vegna þess að NCBI hefur hannað 

handhæga leit í gagnabankanum, bæði með Entrez sem leitar að kennileitum 

og annóteringum innan raða og með BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool) þar sem hægt er að samraða röðum við bæði DNA raðir eða próteinraðir 

(Altschul et al. 1990). EMBL, í samstarfi við SIB (Swiss Institute of 

Bioinformatics) og PIR (Protein Information Resource), hefur að geyma 

þekkingargrunn fyrir próteinraðir og upplýsingar um eiginleika þeirra í einum 

grunni, UniProt (http://www.uniprot.org), sem geymir hagnýtar 

annóteringarupplýsingar á próteinstigi og er uppfærður á mánaðarfresti (The 

UniProt Consortium 2014). Upplýsingar úr þessum gagnabönkum eru þær 

bestu sem völ er á í dag vegna gæða þeirra raða og annóteringa sem liggja fyrir 

ásamt fræðilegum greinum þeim tengdum. Annar gagnabanki sem er mikið 

notaður þekkingargrunnur er japanski gagnabankinn KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes) (http://www.genome.ad.jp/kegg/). Sá 

gagnabanki er uppfærður daglega og hægt er að fá ítarlegar upplýsingar um 

gen, próteinbyggingar, virkni þeirra og lífefnaferla, sem gerir hann afar 

nytsamlegan til að tengja erfðamengjaupplýsingar við hlutverk gena og 

próteina (Kanehisa & Goto 2000). 

Þegar verið er að annótera ný erfðamengi er mikilvægt að samanburður 

erfðamengisins sé gerður við bestu fáanlegu gögnin svo að annóteringin skili 

sér í gæðalegri mynd. Þess vegna þarf það ekki að valda heilabrotum af hverju 

annóteringarforrit eru hönnuð til þess að leita í og bera saman við gögn í 

ofangreindum gagnabönkum. Til er fjöldinn allur af forritum sem auðvelda 

annóteringu og eru mörg þeirra sérhæfð fyrir ákveðna tegund verkefna, svo 

sem annóteringu á erfðamengi dreifkjörnunga, en flest eiga þau það 

sameiginlegt að byggja á upplýsingum úr gagnabönkum INSDC (Médigue & 

Moszer 2007, Stein 2001). Eitt þeirra er BASys annóteringarforrit (Bacterial 

Annotation System), sem er sérstaklega gert fyrir skýringu á erfðamengi 

baktería (Van Domselaar et al. 2005). BASys notar mismunandi uppsprettur 

heimilda fyrir annóteringu á erfðamengjum og gefur þannig ítarlegar 

upplýsingar fyrir hvert gen. BASys notar GLIMMER algóriþma til að spá fyrir 
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um gen og yfir 30 prógrömm til að annótera þau í samræmi við gagnabanka 

INSDC, ásamt öðrum. Upplýsingar um hlutverk genanna sem BASys gefur er í 

samræmi við þær upplýsingar sem fást við leit í UniProt þekkingargrunninum 

og þess vegna er hægt að áætla að niðurstöður annóteringarinnar séu 

áreiðanlegar. Þrátt fyrir að BASys gefi úrvals annóteringu miðað við gefnar 

forsendur, er það óhjákvæmilegt að í einhverjum tilvikum gefi annóteringin 

skakka mynd af erfðamenginu. BASys gefur þess vegna upp gögn til 

útskýringar á því hvaðan upplýsingarnar voru fengnar og hversu mikil gæði 

fylgja þeim. Þannig er hægt að vega og meta hversu áreiðanleg annótering er 

fyrir hvert gen fyrir sig og einfalt að staðfesta skýringuna handvirkt (Van 

Domselaar et al. 2005). 

GLIMMER er sá genaleitaralgóriþmi sem er hluti af flestum 

annóteringarforritum fyrir dreifkjörnunga í dag, enda hefur hann yfir 99% 

næmni og lága villutíðni (Delcher et al. 1999, Delcher et al. 2007, Salzberg et 

al. 1998). Það sem GLIMMER hefur fram yfir aðra annóteringaralgóriþma er 

innreiknað Markovslíkan (interpolated Markov model, IMM) sem gerir hann 

sveigjanlegri og öflugri en önnur líkön með sama markmiði. Þá er ekki notast 

við fyrirfram ákveðna lengd af k-liðu, heldur k-liður af mismunandi lengdum 

út frá þeim gögnum sem fyrir liggja. GLIMMER er því tvíþætt forrit sem 

samanstendur af því að IMM reiknilíkanið setur sér stika (parameter) miðað 

við gögnin sem sett eru fyrir og síðan af glimmer algóriþma sem notar stikana 

til að finna ORFs í gögnunum (Salzberg et al. 1998). GLIMMER er vegna 

þessa algengasti genaleitaralgóriþminn þegar verið er að spá fyrir um gen í 

dreifkjörnungum. 

Genaspá er grunnur annóteringar, þar sem hún felur í sér að bera kennsl 

á opna lesramma og reikna út líkurnar á því að sá lesrammi innihaldi gen. 

Genaspá felur einnig í sér að gefa þeim hlutverk eftir hlutverki próteinanna 

sem þau kóða fyrir. Þannig nær genaspá ekki einungis yfir skýringu á 

kjarnsýrustigi, heldur einnig til próteinskýringar. Til þess að einfalda genaspár 

og miða að því að koma sem mestum upplýsingum á framfæri um hlutverk 

gena innan erfðamengja, er allajafna notast við hlutverkaflokkun (Clusters of 

orthologous groups, COG) en hún snýst um að flokka saman samsvarandi gen 

eftir hlutverki þeirra (Tatusov et al. 1997). Þegar talað er um samsvarandi gen 

(homologous) er venjulega átt við orthologs, gen úr mismunandi lífverum sem 
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hafa aðskilist með tegundaskiptingu, og paralogs, gen úr sama erfðamengi sem 

hafa aðskilist með fjölföldun innan erfðamengis (Koonin 2005). 

Hlutverkaflokkun, eða COG flokkun, er einungis gerð út frá orthologs genum 

þar sem paralogs eiga það til að skipta um hlutverk við fjölföldun innan 

erfðamengisins, á meðan orthologs halda venjulega hlutverki sínu á milli 

tegunda, þannig að einfaldara er að flokka orthologs saman með tilliti til 

hlutverka þeirra (Tatusov et al. 1997). COG hlutverkaflokkunin er því stór 

þáttur í skýringu gena þar sem hún gefur innsýn í lífefnaferla fruma og 

auðveldar greiningu óþekktra próteina. 
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Efni og aðferðir 

1.4 Bakgrunnur verkefnisins 
Stofninn MEA010 var einangraður af Margréti Evu Ásgeirsdóttur úr Peltigera 

membranecea sem tekin var í Þingmúla, Skriðdal árið 2012 og komið fyrir í 

stofnasafni Háskólans á Akureyri. Erfðaefni hans var einangrað og 16S rRNA 

raðgreint fyrir skyldleikagreiningu sem gefur til kynna að stofninn er af 

ættkvísl Variovorax með mestu líkindin við Variovorax paradoxus (99%) og 

Variovorax boronicumulans (99%) (Margrét Eva Ásgeirsdóttir 2013). Heiða 

Friðjónsdóttir sá um að útbúa og undirbúa safn erfðaefnisins fyrir 

heilraðgreiningu með Illumina MiSeq® System eftir þeirra leiðbeiningum fyrir 

Nextera® XT DNA Sample Preparation kit (Illumina 2012). 

1.5 Samröðun erfðamengis MEA010 
Erfðaefni MEA010 var heilraðgreint með Illumina MiSeq® System. Gerð var 

de novo samröðun með CLC Genomics Workbench 6.0.5 þar sem gefnir stikar 

voru notaðir, 22 í orðalengd og 242 í bólustærð (bubble size). Lágmarkslengd 

raða sem voru notaðar við samröðunina var 200 basar.  

1.6 Skýring á erfðamengi MEA010 
Niðurstöður samröðunar voru skýrðar með BASys vefforriti, þar sem 

GLIMMER algóriþmi er sjálfvalinn. GenBank og UniProt voru notaðir til að 

staðfesta genaspá handvirkt. BASys var einnig notað til að flokka genin með 

COG flokkun og það staðfest handvirkt með KEGG. 

1.7 Mögnun gena 
Eftir skýringu erfðaefnisins var leitast við að magna upp gen sem kóðar 

hugsanlega fyrir karboxýmetýlenebútenólídasa.  

1.7.1 Hönnun sérhæfðra prímera 

Genið sem leitast var eftir að magna upp var staðsett á samfellu MEA contig 

193 og það staðfest með blastn samröðun í GenBank. Primer Blast samröðun 

var notuð til að finna sérhæfða prímeraröð fyrir genið. Prímerarnir voru 

hannaðir með þáttatengingar (annealing) hitastigi á milli 55-60°C þar sem 



 19 

hitastig á milli prímeraparsins var ekki meira en þrjár gráður. Í Töflu 1 má sjá 

raðir prímeranna. Prímerarnir voru pantaðir frá Microsynth og þynntir fyrir 

notkun að 100 µM með TE buffer og að 10 µM með MQ vatni. 

 

Tafla 1. Prímerar fyrir mögulegan karboxýmetýlenbútenólídasa í MEA010. Taflan sýnir 
hvaða gen prímerarnir eiga að magna upp, heiti þeirra og röð frá 5’ enda sem fundin 
var út með Primer Blast ásamt væntanlegri afurð úr fjölföldunarhvarfi. 

Gen Prímer Röð prímera 5’-3’ 
Væntanleg 

afurð (bp) 

Mögulegur 

karboxýmetýl-

enbútenólídasi 

CMBfwd CACCAGGTCCAGCGTGTC 
1525 

CMBrev ATGCTTGCCTGCGACATGAA 

 

1.7.2 Einangrun DNA úr MEA010 

Erfðaefni Variovorax tegundarinnar MEA010 var einangrað með því að nota 

Ultra Clean® Microbial DNA Isolation Kit frá MO BIO. MEA010 stofninn var 

ræktaður í fjóra sólarhringa á PCA æti frá Difco®. Rúmlega lykkjufylli var 

fært í dauðhreinsað eppendorfglas og leyst upp í 300 µL af MicroBead solution 

úr settinu. Eftir það var farið eftir leiðbeiningum framleiðanda og einangrað 

erfðaefni geymt í 10 mM Tris lausn við -20°C. 

1.7.3 Mögnun með fjölföldunarhvarfi (PCR) 

Magnað var upp erfðaefni MEA010 með prímeraparinu sem sjá má í Töflu 1. 

Við hvarfið var notaður Phusion DNA pólýmerasi frá Invitrogen ásamt 5x 

Phusion HF buffer og dímetýl súlfoxíði (DMSO). Tvö mismunandi mastermix 

voru útbúin á ís, annað með CMB prímeraparinu fyrir 

karboxýmetýlenbútenólídasa en hitt með 16S prímerunum 27F og 1492R sem 

viðmið. Magn hvarfefna fyrir hvert sýni má sjá í Töflu 2. 
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Tafla 2. Hvarfefnablanda fyrir fjölföldunarhvarf með Phusion DNA pólýmerasa fyrir 
hvert sýni. 

Efni Magn (µL) 

5x Phusion HF buffer 5 

10 mM dNTP 0,5 

10 mM Forward prímer 1,25 

10 mM Reverse prímer 1,25 

DMSO 0,75 

Phusion DNA polymerase 0,25 

DNA 1 

MQ vatn 15 

 

Sem samanburðarsýni var notast við stofn 56 sem jákvætt sýni fyrir DNA og 

MQ vatn sem neikvætt sýni. Hvarfið fór fram í Peltier Thermal Cycler (PTC-

200) frá MJ Research á eftirfarandi prógrammi sem sjá má í Töflu 3. 

 

Tafla 3. Prógramm fyrir fjölföldunarhvarf með Phusion pólýmerasa og CMB 
prímerapari.  

Skref Hitastig (°C) Tímalengd Fjöldi hringja 

Fyrsta eðlissvipting 98 30 sek  
Eðlissvipting 98 10 sek 

30 hringir Þáttatenging 60 30 sek 

Framlenging 72 1:30 mín 

Loka framlenging 72 7 mín  
Bið 4 Óendaleg  

 

1.7.4 Rafdráttur á geli 

Steypt var gel úr 0,8% agarósa (Agarose for standard use frá Sigma í TBE 

buffer) og leyft að kólna að 50°C áður en 1 µL SYBR® Safe DNA lit frá 

Invitrogen var bætt í 25mL af geli. Gelinu var síðan hellt í mót og látið storkna 

í 30 mínútur. PCR afurðum var hlaðið í brunna, 5 µL af hverju sýni ásamt 1 µL 

af 6x hleðsludúa. Til viðmiðunar var 1 kb DNA ladder frá New England 
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Biolabs (NEB). Gelið var dregið í Mini-Sub Cell GT System frá Bio Rad með 

EPS 301 aflgjafa frá Amersham Biosciences við 120 V í 30 mínútur. Gelið var 

myndað undir útfjólubláu ljósi með InGenius frá Syngene og skoðað með 

GeneSnap frá sama framleiðanda. 

1.8 Raðgreining afurða 
Afurð CMB prímeranna úr PCR var send til raðgreiningar hjá Macrogen í 

Hollandi, auk 16S afurðar fyrir stofn 56.  

1.8.1 Hreinsun afurða 

Afurð CMB prímeranna var skorin úr geli og hreinsuð með NucleoSpin Gel 

and PCR Clean-up frá Macherey-Nagel. Preparatívt gel var útbúið með því að 

steypa gel úr 0,8% agarósa líkt og áður. PCR afurðinni var hlaðið á gelið þar 

sem 5 µL af 6x hleðsludúa var sett í afurðina og allt sett í brunn (u.þ.b. 20 µL 

af sýni). Gelið var dregið við 100 V í 60 mínútur og bandið skorið úr gelinu 

með skalpel blaði yfir útfjólubláu ljósi. Farið var eftir leiðbeiningum 

Macherey-Nagel fyrir hreinsun afurða úr geli. 

Viðmiðunarstofninn var hreinsaður með Exo-Sap hvarfi. Hvarflausn 

var útbúin þar sem 0,025 µL af Exonuclease I (NEB) og 0,05 µL af Shrimp 

Alkaline Phosphatase (NEB) var sett í 9,925 µL af ddH2O fyrir 20 µL af PCR 

afurð. Hvarfið fór fram við 37°C í 60 mínútur og síðan við 95°C í 5 mínútur, í 

PTC-200 frá MJ Research. 

1.8.2 Undirbúningur raðgreiningar 

Raðgreint var frá báðum endum með samsvarandi prímerum úr Töflu 1 fyrir 

mögulegan karboxýmetýlenbútenólídasa og með 27F og 1492R fyrir 

viðmiðunarstofn. Settir voru 10 µL af hreinsuðum afurðum og 7,5 µL af prímer 

í raðgreiningarbakka sem sendur var til Macrogen í Hollandi. 

1.8.3 Skyldleikagreining gena og próteina 

Niðurstöður raðgreiningarinnar voru skoðaðar með Sequence Scanner frá 

Applied Biosystems þar sem þær voru snyrtar til að framan og að aftan. 

Röðum viðmiðunarstofnsins var samraðað með blastn þar sem leitað var í 16S 

ríbósómal RNA gagnagrunni GenBank með megablast algóriþma. 
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Raðir fyrir CMB afurð voru einnig skoðaðar og snyrtar með Sequence Scanner 

frá Applied Biosystems. Snyrtingin fól í sér að taka þá basa sem voru í litlum 

gæðum af báðum endum og þeir basar sem voru í mjög litlum gæðum eða 

blandaðir í röðinni var skipt út fyrir N basa, sem táknar alla mögulega basa. 

Síðan var röðunum samraðað með blastx við RefSeq próteinraðir í GenBank. 

Skyldleikagreining próteina var framkvæmd með MEGA5 (Tamura et 

al. 2011). Röð CMB afurðar var sett saman og þýdd í amínósýruröð, samraðað 

með blastp í GenBank og fjöldasamraðað með ClustalW við skyld prótein 

(Tafla 4). Útbúið var nágrannatengsla tré (Neighbor-joining Tree) með 

mögulegum karboxýmetýlenbútenólídasa og próteinum úr Töflu 4 með 16S 

ríbósómal RNA metýltransferasa úr Variovorax paradoxus S110 (An: 

YP_002947145.1) sem úthóp. Fjöldasamröðunin úr ClustalW fyrir V. 

paradoxus stofnana var einnig sett upp með BoxShade, til að sýna mismun 

amínósýruraðanna fyrir hverja amínósýru fyrir sig. Próteinröðin úr V. 

paradoxus S110 var notuð sem viðmið og röðin úr P. aeruginosa sem útröð. 

 

Tafla 4. Próteinraðir karboxýmetýlenebútenólídasa sem notaðar voru við 
skyldleikagreiningu. Taflan sýnir heiti próteinsins, úr hvaða lífveru það kemur og 
aðildanúmer í GenBank. 

 

  

Prótein Lífvera Aðildarnúmer 

Mögulegur karboxýmetýlenbútenólídasi V. paradoxus B4 YP_008516014 

karboxýmetýlenbútenólídasi V. paradoxus S110 YP_002947248 

karboxýmetýlenbútenólídasi V. paradoxus EPS YP_004154899 

karboxýmetýlenbútenólídasi A. piechaudii WP_006226618 

karboxýmetýlenbútenólídasi P. aeruginosa WP_019371690 
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Niðurstöður og umræða 
Vegna eðli þessa verkefnis og þeirra niðurstaðna sem það gefur, verða 

niðurstöður birtar samhliða umræðu þar sem niðurstöður og vangaveltur um 

nákvæmni þeirra haldast í hendur. 

1.9 Samsett erfðamengi MEA010 
Erfðaefni Variovorax stofnsins MEA010 var heilraðgreint með MiSeq® 

System frá Illumina og sett saman með de novo samröðun í CLC Genomics 

Workbench 6.0.5. Lesraðirnar (reads) voru 4.861.450 talsins, að meðaltali 243 

basar að lengd, og var því áætluð þekja erfðamengisins 160-föld. Raðirnar 

voru assemblaðar niður í 305 samfellur með heildarlengd 8.319.015 basa og 

N50 upp á 21.897 basa, en tengil í skrár með samfellunum má finna í Viðauka 

I. Útreiknað CG hlutfall erfðaefnisins var 66,1%. Heildarlengd erfðamengja 

hjá þeim V. paradoxus stofnum sem búið er að heilraðgreina, er á milli 6,5 og 

7,1 milljón basa (Brandt et al. 2014, Han et al. 2011, Han et al. 2013), og má 

því búast við að skaranir milli samfellna sé upp á rúmlega 1 milljón basa. 

Þar sem raðgreining stofnsins MEA010 var gerð með MiSeq kerfinu er 

hægt að gera ráð fyrir að villutíðni raðgreiningarinnar sé tiltölulega lág (um 

0,80%), en raðgreiningartækni Illumina hefur minni villutíðni en aðrar 

sambærilegar NGS aðferðir (Quail et al. 2012). Vegna þess hve erfitt er að 

segja til um hvar villurnar koma fram og hvaða áhrif þær hafa á samsetningu 

og skýringu erfðamengisins, skal alltaf taka raðgreiningar- og 

samröðunarniðurstöðum með fyrirvara. Þó fundu Quail et al. (2012) út að 

Illumina aðferðirnar sýndu hærri villutíðni eftir langar endurteknar raðir, en 

raðgreining MEA010 stofnsins hefur þó nokkuð af endurteknum röðum sem 

getur skýrt erfiðleika við samsetningu erfðamengisins. Samsetningin sem gerð 

var með de novo samröðun í CLC Genomics Workbench 6.0.5 sýndi að 

endurteknar raðir séu til staðar í erfðamengi stofnsins, þar sem samröðun 

samfellanna var oft ófullkomin. Endurteknu raðirnar geta valdið því að 

samfellurnar séu í einhverjum tilvikum ranglega saman settar, þ.e. að þekjan sé 

ekki nógu mikil til að setja samfellurnar saman í heilstætt erfðamengi af 

öryggi. Euler leiðin, sem CLC Genomics Workbench notar við gerð de Bruijn 

hnitarita, fer fram hjá vandamálinu um endurteknar raðir eins og mögulegt er, 
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en tekst það ekki ef raðirnar er fullkomlega endurteknar (Pevzner et al. 2001). 

Slíkar endurteknar raðir valda því að samsetning efðamengis er yfirleitt það 

sem kallast NP-Complete vandamál. Það er að segja, þegar P (Polynomial 

Time) er jafnt og NP (Nondeterministic Polynomial-Time) er auðveldlega hægt 

að finna lausn við hverju vandamáli sem hægt er að finna áhrifaríka lausn við, 

en þegar vandamál eru NP-Complete eru þau af erfðustu gerð þannig að nánast 

ómögulegt er að finna auðvelda lausn (Fortnow 2009). Af þessum ástæðum er 

einungis hægt að fara eins langt framhjá vandamálinu um ófullkomna 

samsetningu og hægt er, þangað til auðveld og áhrifarík lausn finnst við 

samsetningu erfðamengja með fullkomlega endurteknum röðum. Mögulegt er 

að setja saman samfellurnar handvirkt, þar sem hægt er að skoða skaranir 

þeirra og samsvörun, en vegna þess að endurteknar raðir eru til staðar og ekki 

hægt að segja til um hversu örugg samsetningin væri, var það ekki gert nema 

upp að vissu marki við samsetningu á erfðamengi MEA010. 

1.10 Skýring erfðamengis MEA010 
Skýring á heilu erfðamengi er einungis jafn gott og þau gögn sem til eru fyrir, 

þ.e. einungis er hægt að setja fram genaspá um hugsanleg gen út frá því hvaða 

gen búið er að skýra áður (Médigue & Moszer 2007). Þegar gerð er skýring á 

uppkasti erfðamengis (draft genome) minnka líkurnar enn frekar á því að 

annótering sé áreiðanleg þar sem opnir lesrammar geta skarast. Með því geta 

genaleitaralgóriþmar spáð fyrir um gen, sem annars hefðu ekki talist líklegir 

opnir lesrammar, ef erfðamengið hefði verið samfellt.  

Með því að nota BASys til skýringar var erfðamengi Variovorax 

stofnsins MEA010 borið saman við gagnabanka með GLIMMER, en BASys 

framkvæmir annóteringu alfarið sjálfvirkt. Vegna þessa á forritið það til að 

sýna falsar jákvæðar niðurstöður á GC ríkum erfðamengjum (>60% GC) og 

þar sem fyrri heilraðgreiningar á V. paradoxus stofnum hafa sýnt GC hlutfall á 

milli 66 og 68% (Brandt et al. 2014, Han et al. 2011, Han et al. 2013), er hægt 

að búast við skekkju á GC ríkum svæðum innan erfðamengisins. BASys hentar 

hinsvegar vel til skýringar á erfðamengi MEA010, þar sem forritið er 

sérstaklega hannað til þess að gefa ítarlegar upplýsingar um hvert gen fyrir sig, 

og þar sem erfðaefnið er ekki samansett til fullnustu, gefur forritið samt sem 

áður úrvals niðurstöður fyrir þau gen sem það greinir. Væntanleg villutíðni 
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forritsins fyrir samansett erfðamengi er 3,7% fyrir falsar neikvæðar 

niðurstöður, þ.e. að BASys gefi geni ekki hlutverk þegar það er til staðar í 

gagnabanka. Hins vegar eru 11% líkur á því að BASys sýni falsar jákvæðar 

niðurstöður þannig að gen fái hlutverk sem á ekki við (Van Domselaar et al. 

2005).  

Hægt var að spá fyrir um gen stakra samfellna og greina þannig frá 

uppkasti að genamengi stofnsins. Þannig var annóteringin einungis gerð með 

því að spá fyrir um gen og hlutverkaflokka þau með COG flokkun í BASys. 

Eins og hefur komið fram áður eru villur í annóteringu mest megnis vegna 

ófullkominna samsetninga og skýringa á þeim en önnur stærsta ástæðan fyrir 

villum í annóteringu er þegar kóðandi genum er gefið mismunandi hlutverk, þó 

svo próteinin sem þau kóða fyrir séu samsvarandi (Devos & Valencia 2001). 

COG flokkun eftir hlutverkum er algengasta flokkun próteina í annóteringu og 

byggir á samsvarandi orthologs. Hlutverkaflokkunin getur valdið því að gen 

sem eru svipuð eða mikið skyld eru ekki flokkuð saman og getur þannig valdið 

rangri annóteringu til dæmis þegar prótein hafa breiða virkni. Slíkar villur í 

skýringu gena eru algengar í sjálfvirkum annóteringarforritum og vegna þess 

er nauðsynlegt að sérfræðingur staðfesti gæði annóteringarinnar, sérstaklega 

þegar hlutverkaskýring er gerð (Médigue & Moszer 2007). 

Annótering með BASys gaf 8.523 opna lesramma þar sem 5.567 voru 

fræðilega áætluð gen (hypothetical), en tengil í annóteringuna má finna í 

Viðauka I. Samtals var spáð fyrir 2.956 kóðandi genum sem voru flokkuð eftir 

hlutverkum í COG hópa (Mynd 5). Hlutverkaflokkunin setti genin í 18 flokka 

eftir því hvaða hlutverki þau gegna í starfsemi frumunnar. Flokkun gena eftir 

hlutverkum getur því gefið til kynna hver starfsemi baktería er, sem dæmi má 

áætla hversu mikil aukaafurðamyndun þeirra er, hvort þær séu grómyndandi 

eða hversu mikla hæfileika þær hafa til orkunýtingu. Hins vegar er COG 

flokkun erfðamengis ekki marktæk þegar um ósamfellt erfðamengi er að ræða, 

þar sem sum gen geta verið á fleiri en einni samfellu, en eru í raun aðeins í 

einu eintaki í heilu erfðamengi. Þetta getur leitt til skekkju í flokkuninni og 

ekki hægt að meta hversu stórir flokkarnir raunverulega eru. Það er þó hægt að 

flokka hvert gen fyrir sig og sjá hlutverk þeirra út frá því.  
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Mynd 5. Hlutverkaflokkun gena (COG flokkun) í MEA010 úr annóteringarforritinu 
BASys. Flokkunin var gerð á 2.956 genum og ekki voru tekin með fræðilega áætluð 
gen. Flokkarnir eru: C-Orkuframleiðsla og ummyndun; D-Frumuhringur og 
frumuskipting; E-Efnaskipti og flutningur amínósýra; F- Efnaskipti og flutningur 
núkleótíða; G- Efnaskipti og flutningur kolhýdrata: H-Efnaskipti kóensíma; I-Efnaskipti 
lípíða; J-Þýðing; K-Umritun; L-Afritun, endurröðun og viðgerð; M-Myndun frumuhimnu, 
frumuveggjar og hjúps; N-Hreyfigeta fruma; O-Lagfæringar eftir þýðingu, samanbrot 
próteina og varsla; P- Flutningur og efnaskipti ólífrænna jóna; Q-Aukaafurðamyndun, 
efnaskipti og flutningur; R-Spáð eingöngu fyrir almennu hlutverki; S-Óþekkt hlutverk; 
T-Boðferlar. Nánari útlistun á flokkun gena í COG hópa má sjá í Töflu 6 í Viðauka II. 

Ekki er fýsilegt að annóteringin ná mikið lengra en að vera einungis genaspá af 

því uppkast erfðamengisins gerir það að verkum að staðsetning genanna og 

uppbygging genamengisins er enn óljós. En þar sem BASys annóterar genin 

hvert fyrir sig, má birta niðurstöður annóteringarinnar með nokkru öryggi, þó 

nauðsynlegt sé að staðfesta annóteringuna handvirkt. 
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1.10.1 Niðurbrot MEA010 á arómatískum efnum 

Ekki fannst gen fyrir bensóýl-CoA redúktasa sem er undirstaða niðurbrots á 

arómatískum efnum án súrefnis (Heider & Fuchs 1997). Ekki fundust heldur 

önnur þekkt genagengi sem koma við sögu í loftóháðum niðurbrotum eins og 

tut genagengið sem stendur fyrir loftóháðu tólúen niðurbroti (Coschigano et al. 

1998) né ebd genagengið fyrir loftóháðu niðurbrot etýlbenseni (Rabus et al. 

2002) eða gen sem taka þátt í loftóháðu niðurbroti á 2-metýlnaftalen (Selesi et 

al. 2010). Hins vegar fundust í MEA010 boxA fyrir bensóýl-CoA oxýgenasa 

og boxC fyrir bensóýl-CoA-díhýdródíol lýasa sem eru virk í blönduðu loftháðu 

og loftóháðu niðurbroti á bensóati (Valderrama et al. 2012). Einnig fundust 

nokkur önnur gen sem eru talin taka þátt í bensóat niðurbroti eftir að rofning 

hringsins hefur átt sér stað: mögulegur echA12, aidB, etfA og eftB (Wischgoll 

et al. 2005). Þetta bendir til þess að MEA010 stofninn noti loftvalháðan 

bensóat niðurbrotsferil þegar súrefni er af skornum skammti, sem svipar til 

þess sem Zaar et al. (2001) skýrðu. Hins vegar þegar nægt súrefni er til staðar, 

fer niðurbrot arómatískra efna fram loftháð með mónóoxýgenösum og 

díoxýgenösum, enda orkugæfasta ferlið. Skoðað var hvaða mónóoxýgenasa og 

díoxýgenasa MEA010 hefur að geyma til þess að kanna hvernig rofning 

arómatíska hringstrúktúrsins fer fram, og staðfest var tilvist pcaGH genanna 

sem nota ortho-rofningu til að rjúfa hringinn (Khomenkov et al. 2008). 

1.10.2 Niðurbrot MEA010 á arómatískum klórkolefnissamböndum 

Þegar bakteríur eru í viðurvist eiturefna eða annarra þrávirkra efna, leiðir það 

til náttúrulegs vals þar sem bakteríur með getu til afeitrunar og niðurbrots 

þeirra hafa betur. Gen sem hafa hlutverk í niðurbroti á arómatískum efnum eru 

oftar en ekki hreyfanlegir þættir í erfðaefni baktería, t.d. á plasmíðum eða í 

formi stökkla, sem veita bakteríunni hæfileikann til þess að miðla getunni frá 

einni bakteríu til annarrar, burtséð frá skyldleika þeirra. Þess vegna finnast oft 

genagengi sem sjá um niðurbrot á þrávirkum efnum í þeim bakteríum sem lifa 

í menguðu umhverfi (Janssen et al. 2005, Suenaga et al. 2009).  

Niðurbrot á PCB hefur verið mikið hugðarefni þeirra er vinna að 

umhverfismálum og lífhreinsun, þar sem skaðsemi PCB getur verið veruleg 

(Pieper 2005) og gott dæmi um efnasambönd sem Stokkhólmssáttmálinn 

stendur fyrir að draga úr í náttúrunni (Secretariat of the Stockholm Convention 
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2008). Genagengið bph tekur þátt í niðurbroti á bífenýlsamböndum og til þess 

að það starfi þurfa bphF og bphG að vera til staðar (Ohtsubo et al. 2004). 

Samkvæmt BASys eru bæði genin til staðar í MEA010 og spáði BASys einnig 

fyrir um bphA, sem bendir til þess að hugsanlega geti MEA010 brotið niður 

pólýklórbífenýl sambönd. Þegar bphA genið, sem kóðar fyrir bífenýl 

díoxýgenasa og er upphafsensím í niðurbroti pólýklórbífenýl-efna, var staðfest 

handvirkt sýndi blastx samröðun mestu samsvörun gensins við nagG genið 

sem tekur þátt í niðurbroti naftaleni og kóðar fyrir salisýlat-5-hýdroxýlasa 
oxýgenasa (Fuenmayor et al. 1998). Sú annótering á betur við, þar sem genið 

var staðsett á milli ndoA og ndoR sem bæði eru þáttakendur í niðurbroti 

naftalens og má því gera ráð fyrir að MEA010 hafi að geyma gen sem kóða 

fyrir naftalen 1,2-díoxýgenasa (Mynd 6). Niðurstöður annóteringarinnar má sjá 

í Töflu 5, Viðauka I.  

 

Mynd 6. Gen sem taka mögulega þátt í naftalen niðurbroti í MEA010. Genin eru 
staðsett á samfellunni MEA contig 12, þar sem A stendur fyrir ndoA, B stendur fyrir 
bphA sem skýrt er sem nagG og C stendur fyrir ndoR. Myndin er teiknuð í réttum 
hlutföllum við mælistiku. 

Í Í MEA010 fannst einnig cbaA genið fyrir 3-klórbensóat-3,4-

díoxýgenasa sem reyndar sýndi bestu samröðun við mögulegan þalat 4,5-

díoxýgenasa úr Burkholderia xenovorans stofni með blastx og sjá má í Töflu 5 

í viðauka. Nakatsu et al. (1995) sýndu fram á að þessir díoxýgenasar eru 

náskyldir og hafa jafnan víðfeðmt hlutverk í sambandi við niðurbrot á 

þrávirkum spilliefnum. Hvort skyldleikinn sé það mikill að um sama 

díoxýgenasa sé að ræða og að hlutverk hans sé það fjölbreytt að hann hafi 

fengið misjafna hlutverkagreiningu eftir bakteríutegundum er ekki víst, en 

hvaða hlutverki hann gegnir í MEA010 væri áhugavert að skoða. 
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Mynd 7. Niðurbrot á 2,4-D með tfd genagenginu. Mynd frá Kitagawa et al. (2002). 
TfdA umbreytir 2,4-D í 2,4-DCP og tfdB breytir 2,4-DCP í 3,5-DCC og undirbýr þannig 
hringinn fyrir rofningu með tfdCDEF með intradíól rofningu. 

Varnarefnið 2,4-díklórófenoxýasetat, eða 2,4-D, er vel þekkt varnarefni gegn 

illgresi. Ýmsar bakteríur hafa sýnt getu til að brjóta það niður og með því var 

fyrst sýnt fram á að niðurbrot framandefna fari fram með plasmíðum sem 

bakteríur geta flutt sín á milli (Fisher et al. 1978, Pemberton & Fisher 1977), 

en niðurbrot 2,4-D fer fram með genagenginu tfd sem er staðsett á plasmíði 

(Trefault et al. 2004) og má sjá hluta niðurbrotsferilsins á Mynd 7. 

 Í MEA010 fundust genin tfdA og tfdB sem kóða fyrir alfa-ketóglútarat-

háðum 2,4-díklórófenoxýasetat díoxýgenasa og 2,4-díklórófenól 6-

mónóoxýgenasa. Við staðfestingu gaf tfdA mestu samsvörun við tárín 

díoxýgenasa úr V. paradoxus, sem sjá má í Töflu 5 í viðauka, en þekkt er að 

bakteríur geti nýtt sér tárín sem uppsprettu brennisteins (Ruff et al. 2003).  

Mun líklegra er að 

viðkomandi gen sé í raun 

kóðandi fyrir tárín 

díoxýgenasa, þar sem tvö 

gen eru strax í framhaldi af 

geninu, tauB og tauC, sem 

einnig sjá um niðurbrot á 

táríni (Mynd 8). Auk þess 

benda upplýsingar í 

gagnabanka KEGG til, að genið tfdA sé gjarnan skýrt sem tárín díoxýgenasi 

frekar en 2,4-díklórófenoxýasetat díoxýgenasi. Staðfesting á tfdB geninu í 

MEA010 sýndi þó mestu líkindi við genið 2,4-díklórófenól 6-mónóoxýgenasa 

í Rhodococcus stofni, sem bendir til þess að stofninn geti hugsanlega brotið 

niður 2,4-D. Auk þess fundust mögulegur karboxýmetýlenbútenólídasi og 

maleyasetat redúktasi sem eru sagðir vera tfdE og tfdF úr sama genagengi, en 

Mynd 8. Gen sem taka þátt í niðurbroti táríns í 
MEA010. Genin eru staðsett á samfellunni MEA 
contig 19, þar sem A stendur fyrir tfdA, B stendur 
fyrir tauB og C stendur fyrir tauC. Myndin er teiknuð 
í réttum hlutföllum við mælistiku 
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mögulegur karboxýmetýlenbútenólídasi hafði ekki skýringu sem slíkur 

samkvæmt BASys. Ekki fundust gen sem samsvara tfdC eða tfdD, en eins og 

áður hefur komið fram, getur það stafað af því að þau hafi verið yfirséð við 

skýring erfðamengisins.  

Þó ekki hafi fundist heilt genagengi fyrir niðurbroti á 2,4-D, 

pólýklórbífenýl-efnum eða öðrum klórkolefnissamböndum, er samt sem áður 

ekki ólíklegt að MEA010 hafi burði til að brjóta þau niður, þar sem niðurbrot á 

arómatískum efnum í náttúrunni fer yfirleitt fram með brotum úr tveimur eða 

fleiri mismunandi ferlum (Suenaga et al. 2009). Suenaga et al. (2009) lýstu því 

einnig yfir að heilir niðurbrotsferlar innan baktería væru sjaldgæfur fundur og 

þess vegna erfitt að segja til um hæfileika þeirra til niðurbrots með einungis 

erfðamengjarannsóknir að baki. Auk þess gætu bakteríurnar verið í samstarfi 

við aðrar bakteríutegundir í umhverfinu og þess vegna ekki þörf á fullkomnum 

niðurbrotsferlum.  

Skoðað var sérstaklega hvort MEA010 hafi að geyma gen sem taka þátt 

í afhalógenun efnasambanda. Við annóteringu fannst genið hdl IVa sem kóðar 

fyrir sýruhalíða afhalógenasa sem tekur þátt í afhalógenun stuttra 

klórsambanda (Murdiyatmo et al. 1992), sem bendir óneitanlega til hæfni 

MEA010 til að brjóta niður arómatísk klórkolefnisambönd. Áhugavert var að 

sjá staðsetningu hans, en hann var staðsettur á samfellunni sem fékk heitið 

MEA contig 193, en í nágrenni hans virtist vera genagengi fyrir niðurbrot á 

arómatískum þrávirkum efnum.  

 

Mynd 9. Mögulegt niðurbrotsgenagengi í MEA010. Myndin gefur til kynna gen á MEA 
contig 193 sem kóða fyrir mögulegu niðurbroti á klórkolefnissamböndum. Gen A og B 
kóða fyrir alfa og beta keðju hringkljúfandi díoxýgenasa, gen C er mögulegur vanilla 
oxídóredúktasi og gen D er mögulegur karboxýmetýlenbútenólídasi. Að lokum táknar 
E afhalógenasa. 

Það sem vakti athygli varðandi annóteringu á genunum á samfellunni MEA 

contig 193, var að öll genin sem annóteruð voru sýndu bestu samröðun við gen 

sem gegna niðurbrotshlutverki, en virtist sem þau væru óþekkt. Á mynd 9 má 
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sjá mögulegt niðurbrotsgengi MEA010 þar sem A táknar gen kóðandi 

alfakeðju hringkljúfandi díoxýgenasa og B táknar betakeðju hringkljúfandi 

oxýgenasa. Í framhaldi af því var skýrt gen sem kóðar fyrir vanillat 

oxídóredúktasa en samröðun með BLAST gaf mestu samsvörun við 

mögulegan vanillat oxídóredúktasa, með 88% samsvörun. Það gæti því vel 

verið að genið hafi svipað hlutverk en taki ekki endilega þátt í niðurbroti 

vanillats. Genið þar á eftir var annóterað sem mögulegur 

karboxýmetýlenebútenólídasi, en samkvæmt gagnabanka KEGG eru það 

hýdrólasar sem taka þátt í niðurbroti á klórkolefnissamböndum. Þessi gen, auk 

afhalógenasans, gefa til kynna að þarna sé um að ræða genagengi sem sér um 

niðurbrot á klórkolefnissamböndum. Nánari skýringar um staðsetningu og 

skýringu genanna má sjá í viðauka (Tafla 5). 

1.11 Mögulegur karboxýmetýlenbútenólídasi og greining hans 
Ákveðið var að magna upp og 

einangra þannig genið sem kóðar 

fyrir mögulegum karboxýmetýle-

nbútenólídasa. 

Karboxýmetýlenbútenólídasi er 

hýdrólasi sem líka er vísað til 

sem maleylasetat enól-laktónasa. 

Karboxýmetýlenbútenólídasi var 

fyrst einangraður úr Pseudo-

monas tegund sem var látin vaxa 

á klórbensóati, þar sem ensímið 

fannst breyta 4-karboxý-

metýlenbut-2-en-4-ólídi í 

maleóýl sýru (Schmidt & 

Knackmuss 1980). Í gagnabanka KEGG fannst karboxýmetýlenbútenólídasi 

vera í nokkrum eintökum í öllum V. paradoxus stofnunum þremur og það 

virðist vera það sama upp á teningnum hjá MEA010, en mögulegan 

karboxýmetýlenbútenólídasa var að finna á þremur samfellum eftir 

annóteringu með BASys og ólíklegt er að þær samfellur skarist. 

Mynd 10. Rafdráttur á geli eftir 
fjölföldunarhvarf með CMB prímerum. Innihald 
brunna frá vinstri: 1 Kb ladder frá NEB; 
MEA010 með CMB prímerum; 
viðmiðurnarstofn 56 með CMB prímerum; 
neikvæður kontróll með CMB prímerum; 
MEA010 með 16S prímerum; viðmiðunarstofn 
með 16S prímerum; neikvæður kontróll með 
16S prímerum og að lokum 1 Kb ladder frá 
NEB. 
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Útbúnir voru prímerar til að magna upp svæðið og kanna nánar hvort um væri 

að ræða karboxýmetýlenbútenólídasa. Fjölföldunarhvarf með CMB prímerum 

gaf afurð upp á u.þ.b. 1500 basapör sem sjá má á Mynd 10. Afurðin var send 

til raðgreiningar þar sem raðgreindir voru 1071 basar með CMBfwd prímer og 

þeir snyrtir niður í 779 basa. Raðgreining frá CMBrev prímer gaf 757 basa röð 

sem snyrt var niður í 567 basa. Eftir að raðirnar voru settar saman var hún 

borin saman við gagnabanka NCBI með blastx samröðun. Þar kom í ljós að 

afurðin sýndi 94% samsvörun við karboxýmetýlenbutenólídasa úr V. 

paradoxus stofni EPS, 92% samsvörun við V. paradoxus stofn S110 og 91% 

samsvörun við V. paradoxus stofn B4. Þekja raðarinnar var 85% í öllum 

tilvikum og E-gildi á milli 1x10-146 og 2x10-148. Þetta þýðir að mögnun gensins 

hefur tekist þar sem afurðin spannar að öllum líkindum allt genið. 

Viðmiðunarstofn 56 sem einnig var raðgreindur, reyndist vera af ættkvísl 

Pseudoalteromonas. 

 

 

Mynd 11. Skyldleiki karboxýmetýlenbútenólídasa raða á milli stofna og tegunda. 
Skyldleikagreining var framkvæmd í MEGA5 (Tamura et al. 2011) og tré útbúið með 
aðferð nágrannatengsla (Neighbor-joining aðferð) (Saitou & Nei 1987) eftir 
fjöldasamröðun með ClustalW . Tréð sýnir þróunarfræðilega fjarlægð sem var reiknuð 
út með leiðréttingu Poissons (Poisson correction aðferð)  (Zuckerkandl & Pauling 
1965). Fjarlægðin segir til um fjölda amínósýra sem skipt er út og er táknuð með 
mælistiku (0,5). Sex amínósýruraðir fyrir karboxýmetýlenbútenólídasa 
(carboxymethylenebutenolidase) voru notaðar, úr MEA010, þremur V. paradoxus 
stofnum ásamt röðum úr A. piechaudi og P. aeruginosa. 16S ríbósómal RNA 
metýltransferasi úr V. paradoxus var notaður sem úthópur. 

Til að kanna hvort genið tjái fyrir samskonar karboxýmetýlenbútenólídasa og 

hinir Variovorax stofnanir, var amínósýruröðin, sem samanstóð af 255 

amínósýrum, borin saman við próteinraðir úr V. paradoxus stofnunum B4, EPS 

 carboxymethylenebutenolidase Variovorax paradoxus S110

 putative carboxymethylenebutenolidase Variovorax paradoxus B4

 carboxymethylenebutenolidase Variovorax paradoxus EPS

 putative carboxymethylenebutenolidase MEA010

 carboxymethylenebutenolidase Achromobacter piechaudii

 carboxymethylenebutenolidase Pseudomonas aeruginosa

 16S ribosomal RNA methyltransferase RsmE Variovorax paradoxus S110

0.5
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og S110 og próteinraðir fyrir karboxýmetýlenbútenólídasa úr Achromobacter 

piechaudi og Pseudomonas aeruginosa. Röðunum var fjöldasamraðað með 

ClustalW og útbúið skyldleikatré með nágrannatengslum í MEGA5 (Tamura et 

al. 2011). Eins og sést á Mynd 11 þá er mögulegi 

karboxýmetýlenbútenólídasinn frekar skyldur sambærilegum próteinum í V. 

paradoxus stofnunum þremur og ólíkari þeim úr A. piechaudi og P. 

aeruginosa. Til að skoða nánar samröðun próteinanna var röðin úr MEA010 

borin saman við hina V. paradoxus stofnanna með fjölfaldri samröðun sem 

sýnir ólíkar amínósýrur milli raðanna (Mynd 12). Samröðunin sem gerð var í 

ClustalW var sett upp með BoxShade þannig að þær amínósýrur sem eru 

samsvarandi á milli raðanna eru sýndar með punkti, en þær amínósýrur sem 

eru frábrugðnar eru teknar fram með einkennandi bókstaf amínósýrunnar. Þar 

má sjá að amínósýruraðir V. paradoxus stofnanna eru mjög líkar eftir um 180 

amínósýrur og á þeim stöðum þar sem þær eru frábrugðnar viðmiðunarröðinni, 

eru þær jafnan með sömu amínósýruskiptingu eins og sjá má til dæmis í setum 

193, 338 og 339, þar sem stofnar EPS og B4 hafa sömu amínósýruskiptingar 

og MEA010.  

Ekki er hægt að segja til um hvort karboxýmetýlenbútenólídasinn sé 

virkur í MEA010 út frá samröðun á Mynd 12, en þau prótein sem hafa 

karboxýmetýlenbútenólídasa virkni í Pseudomonas tegundum hafa gjarnan 

virka staði þar sem systein er 123. amínósýran, aspartik sýra er sú 171. og 202. 

amínósýran er histidín (Pathak et al. 1988, Pathak & Ollis 1990). Samkvæmt 

viðmiðunarröðinni úr V. paradoxus S110 er systein í seti 122, aspartik sýra í 

seti 170 og histidín í seti 202. Sýnt hefur verið fram á að stökkbreyting á 

systein amínósýrunni í seti 123 yfir í serín, sýni verulega minnkaða virkni og 

bendir til þess að það sé nauðsynlegt fyrir virkni hýdrólasans (Pathak & Ollis 

1990). Samröðun karboxýmetýlenbútenólídasanna sýnir að MEA010 hefur 

einungis histidín á réttum stað, eða í seti 202, en systein og aspartik sýran 

virðast ekki vera til staðar í próteinröð stofnsins. Upphaf amínósýruraðar 

mögulega karboxýmetýlenbútenólídasans í MEA010 virðist vera mjög ólíkt 

röðunum úr hinum stofnunum, en fyrstu 180 amínósýrusetin sýna mest megnis 

útskiptingar eða göt í samröðun. Þetta getur stafað af því að genið sé gervigen 

(pseudogene) og sé ekki eins skyldur hinum karboxýmetýlenbútenólídösunum 

og ætla mætti. 
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Mynd 12. Fjöldasamröðun sem sýnir mismun amínósýra í 
karboxýmetýlenbútenólídasa röðum á milli stofna. Samröðun á próteinröðum V. 
paradoxus stofnanna B4, EPS og S110 var gerð við röð MEA010, ásamt röð P. 
aeruginosa sem útröð. Samröðun var gerð með ClustalW og mynd útbúin með 
Boxshade. Punktar sýna samsvarandi amínósýruraðir við viðmiðunarröðina V. 
paradoxus S110, strik sýna göt í samröðun og bókstafir gefa til kynna hvaða 
amínósýrur eru frábrugðnar viðmiðunarröð.  

Hins vegar er líklegt að samsetning raðgreiningargagna frá CMBfwd prímer og 

CMBrev prímer hafi misheppnast og einhverskonar lesrammahögg átt sér stað 

við þýðingu þess í amínósýrur. Það er vegna þess að ef röðum úr raðgreiningu 

er samraðað í sitthvoru lagi við gagnabanka GenBank, sýna þær báðar álitlega 

samröðun við mögulegan karboxýmetýlenbútenólídasa. Það er hins vegar ekki 

loku fyrir það skotið að genið sé gervigen og kóði ekki fyrir virku ensími. Það 

eru þó allar líkur á því að MEA010 hafi að geyma 

karboxýmetýlenbútenólídasa þar sem hann tekur þátt í ýmsum arómatískum 

niðurbrotsferlum sem standa til dæmis að klóróbensen niðurbroti ásamt 

niðurbroti á flúorbensóat og tólúen sem dæmi (Kanehisa & Goto 2000), en 

þess má geta að nýlega var fundið hýdrólasa kóðandi gen með 
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karboxýmetýlenbútenólídasa virkni sem brýtur niður linúron illgresiseyði 

(Bers et al. 2011).  

Þó ekki hafi enn verið gerðar neinar lífefnafræðilegar tilraunir á stofni 

MEA010 má gera fastlega ráð fyrir því að stofninn geti nýtt sér arómatísk 

klórkolefnissambönd eða önnur þrávirk arómatísk efni, út frá genaspám og 

skyldleika stofnsins við þekktar niðurbrotsbakteríur. Til að skoða nánar hvort 

MEA010 geti brotið niður einhver ákveðin þrávirk efni er nauðsynlegt að 

staðfesta það með lífefnafræðilegum prófunum. 

1.12 Hlutverk MEA010 
Stofninn MEA010 er líklega af tegund V. paradoxus þar sem mörg þeirra gena 

sem annóteruð voru gefa áreiðanlega samröðun við gen úr öðrum V. paradoxus 

stofnum. Hins vegar er ekki búið að heilraðgreina stofn af V. boronicumulans 

svo ekki er hægt að segja fyrir víst hvort MEA010 sé stofn af V. paradoxus 

tegund eður ei, þar sem 16S rRNA skyldleikagreining sýndi jafn mikla 

samsvörun við báðar tegundirnar (Margrét Eva Ásgeirsdóttir 2013).  

Við skýringu erfðamengisins komu í ljós ýmis gen sem taka þátt í 

niðurbroti á arómatískum efnum, sem gjarnan er leitað að þegar skimað er fyrir 

niðurbroti á þrávirkum lífrænum spilliefnum. Bakteríur hinsvegar brjóta niður 

fjölda arómatískra efna sem ekki eru spilliefni. Möguleiki er á því að MEA010 

stofninn hafi ekki eins mikla niðurbrotshæfileika á arómatískum 

klórsamböndum eins og margir aðrir V. paradoxus stofnar, vegna umhverfisins 

sem hann var einangraður úr. Eins og nefnt var áður eru genagengi sem sjá um 

niðurbrot þrávirkra efna oftar en ekki hreyfanlegir þættir innan erfðaefnisins 

og flyst þannig á milli baktería sem lifa jafnan í menguðu umhverfi. MEA010 

var einangaður úr Peltigera membranecea fléttu sem tekin var í Þingmúla í 

Skriðdal og ekki er hægt að segja til um hvort einhver mengun sé á svæðinu af 

völdum klórkolefnissambanda, en þá er ekki gefið að MEA010 hafi mikla 

burði til niðurbrots á þeim. Það getur því vel verið að MEA010 hafi öðru 

hlutverki að gegna í umhverfi sínu en að brjóta niður þrávirk lífræn efni. Sem 

dæmi er niðurbrot arómatískra efna talið vera mikilvægur þáttur í nýmyndun 

og niðurbroti á fjöldaskynjunarboðum (quorum sensing signals) (Díaz et al. 

2013), en fjöldaskynjunarboð eru mikilvæg í myndun bíófilmu. 

Samlífisbakteríur flétta eru gjarnan bíófilmumyndandi bakteríur og verja 
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fléttuna með því og því hugsanlegt að það sé megin hlutverk stofnsins 

(Cardinale et al. 2008). Í sambandi við vaxtarörvandi eiginleika Variovorax 

má einnig hugsa sér að hlutverk MEA010 sé að auka vöxt fléttunnar, en 

rannsóknir á seytingu plöntuhormóna hafa vakið mikinn áhuga vísindamanna 

síðustu misseri og virðist V. paradoxus vera dugmikil rótarbaktería (Belimov 

et al. 2009, Bertrand et al. 2001, Han et al. 2011). Gen sem kóðar fyrir 

indólasetamíð hýdrólasa fannst í stofninum sem styður þá tilgátu að 

hugsanlega hafi MEA010 vaxtarörvandi hlutverki að gegna fyrir fléttuna, þar 

sem framleiðsla og seyting indólasetamíðs er talin hafa áhrif á hvaða bakteríur 

taka þátt í samlífi fléttnanna og þannig samsetningu bakteríuflórunnar (Grube 

et al. 2009). Einnig er hugsanlegt að miðað við niðurstöður annóteringarinnar á 

tfdA geninu sem leiddi til skýringar á tau genagenginu, geti MEA010 gegnt því 

hlutverki að veita fléttunni brennisteinsuppsprettu með niðurbroti 

brennisteinsefna (Schmalenberger et al. 2008). 

1.13 Líftæknileg not MEA010 
Variovorax stofninn MEA010 getur verið til margra hluta gagnlegur þar sem 

niðurbrotsferla hans væri vel hægt að nýta í líftækni. Niðurbrotshæfileikar 

Variovorax geta gegnt mikilvægu hlutverki í lífhreinsun á menguðum jarðvegi 

þar sem fyrri rannsóknir hafa sýnt fram á niðurbrot ýmissa þrávirkra lífrænna 

efna. Margir stofnar Variovorax hafa sýnt getu til niðurbrots á þrávirkum 

varnarefnum, efnum frá iðnaði og öðrum óæskilegum efnum (Dejonghe et al. 

2003, Greene et al. 2000, Liu et al. 2013, Natarajan et al. 2005, Santiago-Mora 

et al. 2005, Snellinx et al. 2003). Einnig hefur V. paradoxus sýnt framleiðslu á 

bindiefnum sem hafa reynst efnileg fyrir hreinsun á menguðum jarðvegi vegna 

lítilla eituráhrifa og lífbrjótanleika þeirra (Franzetti et al. 2012). Þar sem gen 

fyrir karboxýmetýlenbútenólídasa var einangrað úr MEA010 er tilvalið að 

klóna genið og yfirtjá það í hýsilfrumu til að skoða nánar virkni hýdrólasans, 

en mögulegt er að hann hafi áhugaverðan eiginleika til niðurbrots á þrávirkum 

spilliefnum. 

Hvað varðar nýmyndunarferla bakteríunnar er myndun og seyting 

plöntuhormóna afar áhugaverður eiginleiki og hægt að finna ýmis not fyrir 

slíka ferla t.d. í landbúnaðarlíftækni, þar sem væri hugsanlega hægt að nýta 

MEA010 sem vaxtarörvandi bakteríu í tilbúnum moldarblöndum. Einnig mætti 
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skoða nýmyndunarferla MEA010 frekar því hugsanlega geta nýmyndunarferlar 

í Variovorax verið ákjósanlegri en úr öðrum bakteríum sem notaðar eru nú 

þegar í líftækni. Þá má hugsa sér mögulega framleiðslutækni með V. 

paradoxus sem hýsilfrumu þar sem hún, vegna víðra niðurbrotshæfileika, getur 

vaxið á ódýru og jafnvel óæskilegu æti sem fellur til við annan iðnað. Til 

dæmis hefur pólýhýdroxýbútýrat (PHB) gefið góða raun sem lífbrjótanlegt og 

umhverfisvænt plastefni sem einnig er framleitt af lífverum (Anderson & 

Dawes 1990, Reddy et al. 2003). PHB er framleitt af bakteríum sem forði 

þegar nitur eða fosfór er af skornum skammti og er því ekki óalgengur ferill 

hjá bakteríum (Verlinden et al. 2007). Genaþyrpingin phbCAB sem stendur 

fyrir nýmyndun PHB getur verið breytileg í lífverum en hefur alla jafna 

geymnar raðir genanna phbA, phbB og phbC (Reddy et al. 2003). Í MEA010 

fundust tvö þeirra, phbA og phbC, og má búast við því að samsvarandi röð 

phbB sé einnig til staðar. Þó PHB sé framleitt í fjöldamörgum bakteríum, hefur 

Variovorax þann kost að lifa á fjölbreytilegum efnum og væri því hugsanlegt 

að nýta úrgangsefni eða önnur óæskileg efni sem orkugjafa fyrir bakteríuna á 

meðan á framleiðslu PHB stendur. Ef svo reynist vera, að Variovorax sé til 

þess fallin að nýta úrgangsefni eða spilliefni af enhverju tagi til vaxtar og 

viðhalds í ræktum á iðnaðarskala, væri kjörið að nýta MEA010 til framleiðslu 

á ýmsum efnum. 

 Hvort sem ætti að nýta MEA010 stofninn til lífhreinsunar, í 

landbúnaðarlíftækni eða til framleiðslu á áhugaverðum efnum, er undirstaða 

nýtingu hennar fólgin í því að grannskoða erfðaefni stofnsins og þekkja vel til 

lífefnaferla hans. Vegna þessa hefur heilraðgreining stofnsins, samsetning og 

skýring erfðamengisins gríðarlegt gildi fyrir líftæknileg not bakteríunnar. 

 

1.14 Samantekt 
Engin keðja er sterkari en veikasti hlekkurinn. Það á sérstaklega við þegar um 

er að ræða líkindi, hvort sem notuð eru hulin Markovs líkön eða ugla sat á 

kvisti. Það fer því allt eftir þeirri keðju sem ákveðið er að nota hversu öruggt er 

að útkoman sé sú besta sem völ er á. Samsetning og skýring erfðaefnis er þar 

ekki undanskilin, enda að jafnaði bara „besta ágiskun“ um hvernig erfðaefnið 

er uppsett, hvar gen eru staðsett, hverju þau tjá fyrir og hvernig þau virka. Þess 
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vegna er erfitt að segja til um hversu nákvæmar niðurstöður eru í rannsóknum 

með þessu sniði, einfaldlega vegna eðli þeirra: allt byggist á líkindum. Í 

raðgreiningu má búast við ákveðinni villutíðni og villur í samsetningu 

erfðamengis eru algengar sem oft er erfitt að komast hjá. Sér í lagi ef 

erfðamengið inniheldur endurtekningar. Skýring erfðamengis byggist að 

stórum hluta á að finna bestu samsvörun (similarity) við þekktar raðir, gen og 

genaklasa sem fyrir eru í gagnabönkum. Þó svo eitthvað sýni mestu líkindin 

þarf það ekki að þýða að það sé rétt, en hugsanlega og vonandi réttast í því 

tilviki. Heilstætt erfðamengi hefur gjarnan villur í skýringu þess, jafnvel þó 

það hafi verið yfirfarið og skýrt aftur. Uppkast af erfðamengi (working draft) 

þ.e. röð erfðamengis sem er ekki búið að setja saman í heilt erfðamengi, er 

gjarnan gloppótt og innihalda oft ranglega samsett (misassembled) svæði sem 

veldur því að villutíðnin er hærri (Stein 2001). Skýring á slíku uppkasti verður 

fyrir vikið ónákvæmari þar sem skýring er gerð á ófullkomnum röðum, en 

„fullkomin“ skýring á erfðamengi, heilu eða uppkasti, er gulrót sem erfitt er að 

ná. 

Samsetning erfðamengis Variovorax stofnsins MEA010 var 

framkvæmd með CLC Genomics Workbench 6.0.5 eftir raðgreiningu í 

MiSeq® System frá Illumina. Samsetningin skilaði 305 samfellum með 

heildarbasafjölda upp á 8.319.015 og N50 = 21.897 basapör. Samsetningin er 

því enn ófullkomin, en markar upphafið af kortlagningu erfðamengisins og 

vonandi áframhaldandi rannsóknum. Einnig má kynna niðurstöður 

annóteringarinnar sem uppkast af genamengi stofnsins þar sem 8.523 opnir 

lesrammar fundust og 2.956 þeirra voru fyrir kóðandi genum. Skýring 

erfðamengisins var gerð á hverri samfellu fyrir sig með sjálfvirka 

annóteringarforritinu BASys þar sem spáð var fyrir um gen og sú skýring 

staðfest handvirkt með gagna- og þekkingarbönkunum GenBank, UniProt og 

KEGG. Nokkur þessara gena voru tekin fyrir og þau skoðuð nánar með tilliti 

til hlutverka þeirra þar sem einkum var beint sjónum að genum sem taka þátt í 

niðurbroti á þrávirkum lífrænum efnum. Ýmis áhugaverð gen fundust í 

stofninum en niðurstöður þessa verkefnis leggja til að MEA010 stofninn hafi 

að geyma gen sem standa fyrir niðurbroti á naftaleni og óþekkt niðurbrotsgengi 

sem sér líklegast um niðurbrot á halógenuðum arómatískum efnum. Gen úr 

þessu genagengi, kóðandi fyrir mögulegum karboxýmetýlenbútenólídasa, var 
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einangrað og raðgreint þar sem niðurstöður sýna að mögulega sé um að ræða 

gen sem kóðar fyrir karboxýmetýlenbútenólídasa, en að þörf sé á frekari 

rannsóknum. Variovorax stofninn MEA010 er óneitanlega áhugaverður fulltrúi 

þessarar hæfileikaríku ættkvíslar sem vert er að rannsaka nánar. 
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Lokaorð 
Í upphafi þessa verkefnis voru settar fram þrjár rannsóknarspurningar: 

• Er hægt að setja saman erfðamengi MEA010 stofnsins út frá þeim gögnum 

sem fyrir liggja? 

• Eru til staðar gen í genamengi MEA010 sem taka þátt í niðurbroti á 

þrávirkum lífrænum efnum? 

• Má ætla að MEA010 sé hentugur lífhreinsistofn? 

Raðgreint var erfðamengi Variovorax stofnsins MEA010 með MiSeq 

raðgreiningartækni frá Illumina. Samsetning erfðamengisins var gerð með 

CLC Genomics Workbench 6.0.5 þar sem erfðaefnið var sett saman í 305 

samlægar raðir með heildarbasafjölda 8.319.015 og N50 = 21.897 basapör. Svar 

fyrstu rannsóknarspurningarinnar verður því að svara neitandi þar sem 

erfðamengi stofnsins er enn í 305 röðum sem erfitt er að setja saman vegna 

endurtekinna raða innan erfðamengisins. 

Skýring erfðamengisins var framkvæmd með BASys 

annóteringarforriti og þannig spáð fyrir um hvaða gen eru til staðar í MEA010 

sem taka þátt í niðurbroti þrávirkra lífrænna spilliefna. Annóteringin gaf til 

kynna að MEA010 hefur burði til að brjóta niður ýmis þrávirk lífræn spilliefni 

á borð við naftalen, þar sem stofninn hefur að geyma gen sem þekkt eru fyrir 

að taka þátt í niðurbroti á slíkum efnum. Einnig er lagt til að stofninn hafi að 

geyma genagengi fyrir niðurbrot á arómatískum klórkolefnissamböndum. Gen 

úr MEA010 sem kóðar fyrir mögulegum karboxýmetýlenbútenólídasa var 

magnað upp í heild sinni með PCR og ætti að vera hægt að klóna og vinna 

frekar með. Hýdrólasar sem þessi taka þátt í ýmsum gerðum af niðurbroti á 

lífrænum klórkolefnissamböndum. Þörf er á frekari rannsóknum á geninu og 

afurð þess til að sjá í hvaða lífefnaferli það tekur þátt í. Annarri 

rannsóknarspurningunni er því svarað játandi, það eru til staðar gen sem benda 

til niðurbrotshæfileika á þrávirkum lífrænum efnum. 

Þriðju og síðustu rannsóknarspurningunni er erfitt að svara út frá þeim 

gögnum sem fyrir liggja, en hugsanlega væri hægt að nýta stofninn til 

lífhreinsunar á varnarefnum í náttúrunni. Hins vegar má áætla að hlutverk 

MEA010 stofnsins sé ekki af þeim toga í sínu náttúrulega umhverfi og því ekki 
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hentugur til lífhreinsunar í mikið menguðu umhverfi, þar sem tjáning genanna 

sem eru til staðar gæti verið lítil. Það genagengi sem rannsóknin leggur til að 

taki þátt í niðurbroti á klórkolefnissamböndum væri áhugavert að skoða með 

þessa spurningu að leiðarljósi, ásamt því að skoða nánar getu stofnsins til 

niðurbrots á naftaleni. Verkefnið hefur þannig lagt grunn að frekari 

rannsóknum á þessi sviði. 
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Viðauki II 
Tafla með niðurstöðum hlutverkaflokkunar (COG flokkun) úr BASys 

 

Tafla 6. Hlutverkaflokkun gena með BASys. Taflan sýnir COG flokka og fjölda gena 
sem flokkaðir voru í hvern hóp. 
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Viðauki III 
Niðurstöður úr raðgreiningu á karboxýmetýlenbútenólídasa 

 

Kirnaröð mögulegs karboxýmetýlenbútenólídasa frá CMBfwd prímer 

AGCGGCAGCGCCGGGTCGGCGATGGTGAGCCCGTTGGACTCCGCCC

AGCGCGGCATCannnGngnTCGACGCCAGCGTCTCATCGACCAGCTTG

CGCGCGGTCTCCACGCCGACCACGGGCAGGCCCTGCGGGTCGAGCA

GGCCAATCTGCACCAGCACGCTGGCCTGGTCCCAGTAAATGTGCTC

GTGGTAGAGCTTGTCGCCACGGAACTTGACGATGGCGATCAACGGA

ATTTCCACCGGCTTGCCCGTGGGCGCGATGCCCGGCAGCATCCAGT

CGACCTCCACCGTGTGGGTGAAGCAGAACAGCATTTCGTCGACGAT

CTGCGTGGCGCCCACCGTGCGCGAGATGGGTATGAGCCGCGTGTCC

GGCGGCGTGGTCGGAATGAAGTGGTGCTTGTAGAAGCGCGACAGC

TCCTTCGCGCCCACGCCACCCGTCATCGTGGGGATGTGGTTGACGT

AGGGCTCGCTCACCATGGTGGCCATGGTGGCGACCACGTCGCGTGT

GGCGAACTCGTATTCGCAGTGCTTGTCCCACAGCGCCGAGAGGTCG

TACACGGGGCCGATCGCTTGCTTGAACAGCGCCATGGAACGCTGGT

GCGCCATGAGGGTGGAAGGCTTGTCGAAATGTTCGCCGCCGGTGCG

TGCGAAGGCATGATCCACGCCGGGGTACACGTACATCTGCGCACCG

GGCTTGCCGGCAAAGCATCGAGCACCTGCGCGCGTGCCTCGaGGCG

GGCAGAACTGGTCCgAGTTCCGGCAAAGTGCAgCCGCAATG 
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 Kirnaröð mögulegs karboxýmetýlenbútenólídasa frá CMBrev prímer 

ATTTTAGGCTAGCTTTCCGCCCAGTCAGAATCCCATCGCTCCGACCT

TGCCGtGTtGCAGGCCGGGTGCGCGCGCAGCGCCTTCACGCTGGCCG

TGACGTCCGCAATGCCGGCCTCCAGGTCGAACTTCTGTgAAGAAGC

CGAAGGCGCGCTGCCACTCCTCGGGCGAATAGCCCAGGTCGACGTT

GGGCTCCATGCGCCAGAACAGGTCGGGGGCGAGCACCACGTAGCC

CTCTTCGGCGTAGAGGTCGGCCACCTCGCGCACGTAGTCGTTGATG

CCGAAGATTTCCTGGCACAGCACGATGCCGGGGCCGTGCCCCGAGG

CCGGCAGGGCCAGGTAGCCGCGGAAAGTCTGCGCGCCGTTTGCGGC

CGGAATGTCGATGTAGCTGCTCATCGTAGGTTCTCGTCTCTGGAGTG

GATTGAATGAGGTGGCGGGGTTCGGCCGCAATTCTGCGAACCACCT

TGCTCGCCTGTCTGTCCGTTTCGTGCAGTTCATTCGGCTGCACGAAA

CGGATAGCGGCGCGCCGCCGCGGCCCACAGACTGCGCCCTGCGTtC

ACCCCCACCCGT 

 

Amínósýruröð mögulegs karboxýmetýlenbútenólídasa úr MEA010. 

PTPTCVPRQTPGAAARR*AKHVGLLDVLCLSVRSFHQAS*RRLGAVE*

VR*GLCSWMLLVDVAVRPAFAARLKGADGPGRPEPRAGAVARHGPL

EAVVADARAQVLDAFAGKPGAQMYVYPGVDHAFARTGGEHFDKPST

LMAHQRSMALFKQAIGPVYDLSALWDKHCEYEFATRDVVATMATMV

SEPYVNHIPTMTGGVGAKELSRFYKHHFIPTTPPDTRLIPISRTVGATQI

VDEMLFCFTHTVEVDWMLPGIAPTGKPVEIPLIAIVKFRGDKLYHEHIY

WDQASVLVQIGLLDPQGLPVVGVETARKLVDETLASXXXDAALGGV

QRAHHRRPGAAA 






