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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 MEAO10, 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 MEAOI1O 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 MEAO10 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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Utdrattur

Aromatisk klorkolefnissambond eru miklir mengunarvaldar sem geta safnast
upp 1 lifkedjunni og valdid par skada. Lifbrjotanleiki peirra felst i genagengjum
bakteria sem hafa pvi hlutverki ad gegna ad brjota slik efnasambond nidur.
pessu verkefni voru notadar erfdamengjarannsoknir til ad kanna
nidurbrotsheafileika Variovorax stofnsins MEAO10 til nidurbrots 4 pravirkum
ardmatiskum  klorkolefnissambondum.  Stofninn  var  heilradgreindur,
erfdamengi hans sett saman og skyring pess framkvemd, badi med
sjalfvirkum og handvirkum annéteringaradferoum.

Nidurstodur verkefnisins eru paer ad erfdamengi stofnsins MEAO10 er i
305 samfellum sem mynda drog ad erfdamengi stofnsins. Skyring
erfdamengisins spadi fyrir um kodandi gen sem taka patt i nidurbroti pravirkra
lifrenna efna og lagt er til a0 MEAO10 hafi ad geyma Opekkt genagengi sem
hugsanlega tekur patt i nidurbroti & aromatiskum klorkolefnissambondum.
Reynt var ad magna upp og radgreina eitt genid i pvi genagengi, sem kodadi
fyrir mogulegum karboxymetylenbutenolidasa. Mdgnun og radgreining tokst en
ekki var unnt ad greina hvort genid kodi fyrir  virkum

karboxymetylenbutenolidasa.

Lykilord: Variovorax, samsetning erfdamengis, skyring erfdamengis, nidurbrot

kloérkolefnissambanda, karboxymetylenbutenolidasi
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Inngangur

Eiturefni og spilliefni svo sem ymis varnarefni, efni sem falla til vid idnad, lyf
og efni fra 60rum uppruna, eru oftar en ekki uppbyggd af halégenudum
arOmatiskum efnum sem erfitt er ad brjota nidur. bekktustu efnin eru m.a.
varnarefnin diklor-difenyl-trikléretan (DDT), hexaklérsyklohexan (HCH) og
hexaklorbensen (HCB) asamt polyklorbifenylsambondum (PCB) fra i0nadi, en
mengun af voldum pessara pravirku lifrenu efna er talin vera eitt alvarlegasta
mengunarvandamal heimsins (Umhverfisstofnun e.d.). P6 svo ad pad greinist
ekki mikil mengun 4 Islandi midad vid annarsstadar (Jensen et al. 2012), er
uppsofnun pravirkra lifrenna efna mjog oaeskileg og getur haft alvarlegar
afleidingar fyrir lifrikid. Vegna pessa hefur nidurbrot Orvera & pravirkum
lifrenum efnum lengi vel verid brennidepill visindamanna i von um ad finna
lausn til ad sporna gegn sifellt aukinni mengun jardar (Van der Meer et al.
1992). Variovorax er ®ttkvisl bakteria sem vakid hefur dhuga visindamanna a
sidustu arum vegna fjolbreyttra efnaskiptaferla og péa sérstaklega vegna
hafileika sinna til ad brjota nidur arématisk og pravirk efni, auk ymissa fjollida
(Satola et al. 2013). Variovorax paradoxus er pess vegna afar dhugaverd og
ahugavert ad skoda nytingu hennar 1 lifteekni.

Ein leid til ad kanna nidurbrotshafileika og mogulega nytingu Srvera i
lifteekni er ad notast vid erfdamengjarannsoknir. Pegar verid er ad radgreina
erfdamengi lifveru i fyrsta skiptid eda alveg fra grunni er oft notad hugtakid
»de novo radgreining* en pa er ekki studst vid fyrirfram radgreindar radir sem
vidmid fyrir radgreininguna og samsetningu rada. Ymsar adferdir vid de novo
radgreiningu eru i bodi i dag sem og fjoldi sérhaefora samsetningaralgdripma
fyrir slika radgreiningu (Miller et al. 2010, Shendure & Ji 2008). Skyring
erfdamengis, eda annotering, er undirstada pess ad radgreining skili einhverri
pekkingu pvi med henni eru langar radir kjarnsyra pyddar yfir i upplysingar

sem geta utskyrt fyrir okkur hvernig tilteknar lifverur virka og starfa.

[ lokaverkefni Margrétar Evu Asgeirsdottur, arid 2013, var einangradur stofn
ur himnuskof (Peltigera membranecea) og greint frad pvi ad stofninn veeri af

attkvisl Variovorax. Stofninn, sem fékk heitid MEAO10, var kennigreindur



med 16S rRNA radgreiningu en hun gefur til kynna ad stofninn sé¢ 99% likur
Variovorax paradoxus og 99% likur Variovorax boronicumulans (Margrét Eva
Asgeirsdottir 2013). Stofninn var heilradgreindur innan doktorsverkefni
Margrétar Audar Sigurbjornsdottur sem ber heitid ,,The Peltigera microbiome:
metagenomic analysis, targeted cultivation and biogeography*. Verkefni petta
er pvi natengt verkefni Margrétar Audar Sigurbjornsdottur og markmid pess er

a0 svara eftirfarandi rannsoknarspurningum:

* Er haegt ad setja saman erfdamengi MEAO10 stofnsins 0t fra peim gégnum
sem fyrir liggja?

* Eru til stadar gen i genamengi MEAO1O sem taka patt i nidurbroti a
pravirkum lifreenum efnum?

* Mai xtla ad MEAO10 sé hentugur lithreinsistofn?

Verkefnid felst i pvi ad setja saman erfdaetni Variovorax stofnsins MEAO10
med pvi ad gera de novo radgreiningu og samsetningu, sem verdur svo skyrd
med annoteringarforritum til ad finna ut hvada gen eru til stadar i genamengi
stofnsins og hvernig pau radast. Logd verdur dhersla & ad skyra gen og

genagengi sem taka patt i nidurbroti 4 pravirkum lifrenum efnum.



1.1 Variovorax paradoxus

Variovorax paradoxus var fyrst kynnt til sdgunnar af Davis ef al. (1969) sem
Alcaligenes paradoxus en var sidan endurskipud i nyja ettkvisl, Variovorax,
eftir rRNA greiningu (Willems ef al. 1991). Nafnid Variovorax sem Willems et
al. (1991) gafu ettkvislinni, visar til fjolbreytni (L. varius) og atu eda
matgredgi (L. vorax) og veri pvi haegt ad segja Variovorax vera ,,fjolatu’.
Paradoxus, eda ,pversogn® visar til pess ad tegundin V. paradoxus er
ofrumbjarga, en getur p6 jafnframt nytt sér olifreen efni til vaxtar og vidhalds
(Davis et al. 1969). ZAttkvislin Variovorax, sem er undir Comamonadaceae tt
Protedbakteria, innihélt lengi vel adeins pessa einu tegund, V. paradoxus, par
til Yoon et al. (2006) einangrudu V. dokdonensis r jardvegi i Dokdo i Koéreu.
Sidan pa hafa fjorar pekktar tegundir baest i safnid; V. boronicumulans (Miwa
et al. 2008), V. ginsengisoli (Im et al. 2010) og V. soli (Kim et al. 2006) sem
allar voru einangradar Ur jardvegi, dsamt V. defluvii sem einangrud var ur
skolpi (Jin et al. 2012). bad er po vist ad V. paradoxus er pekktasta tegund
attkvislarinnar og hefur hun vakid dhuga visindamanna vegna sérstoou sinnar i
lifefnaferlum. Vegna pess hafa verid heilradgreindir prir stofnar af V.
paradoxus, en fulltriar hinna Variovorax tegundanna hafa ekki enn verid
radgreindir (Brandt et al. 2014, Han ef al. 2011, Han ef al. 2013) .

Upphaflega vakti [Alcaligenes| paradoxus athygli par sem sumir
stofnar innan tegundarinnar syndu getu til ad nota H, sem orkugjafa (Davis et
al. 1969). beim stofnum var pvi lyst sem biotypu I, en peir stofnar sem voru
eingdngu 6frumbjarga voru sagdir vera af bidtypu II. Sidan pa hafa rannsoknir
a V. paradoxus synt fram & yfirgripsmikla lifefnaferla sem upplagt er ad skoda
fra lifteknilegu sjonarmidi og nyta pa haefileika sem bakterian hefur upp 4 ad
bjoda (Satola et al. 2013). Nymyndunarferlar V. paradoxus, adrir en peir
lifsnaudsynlegu, eru ekki mjog vel pekktir en badi lifefnafraedilegar
rannsOknir sem og rannsoknir & genamengi tegundarinnar gefa helst til kynna
mikla nidurbrotshefileika 4 ardmatiskum efnum, brennisteinsefnum og

ymsum fjollidum, auk annarra pravirkra efna (Satola et al. 2013).

1.1.1 Nidurbrotsferlar Variovorax paradoxus
Erfdamengjarannsoknir hafa m.a. synt burdi Orverusamfélaga til ad brjota

nidur polyklorbifenyl sambond, en Nogales et al. (1999) gerdu metagendm



rannsékn 4 PCB mengudum jardvegi par sem skimad var eftir bph
genagenginu og fundu par radir ur Variovorax i miklum meli. Auk pess hafa
verid skyrd genin styAB, sem koda fyrir ensimi sem brytur nidur arématiska
plastefnid polystyren, i stofni V.paradoxus EPS (Tischler ef al. 2012). Nylega
fannst genid LibA 1 V.paradoxus sem tjair fyrir nyjum hydrolasa sem brytur
nidur illgresiseydinn lintiron (Bers ef al. 2011). Einnig hefur komid i jés ad
par sem V. paradoxus getur verid valhad loftohad, getur hun brotid nidur
aromatisk efni med lofthadum eda loftohadum ferlum. Sem demi hefur V.
paradoxus stofn S110 hugsanlega ad geyma ensim sem brytur nidur téluen
badi lofthad og loftohad (Han et al. 2011).

Lifefnafredilegar rannsdknir hafa enn fremur synt fram & nidurbrot a
forvera trinitrotéluens (TNT), 2,4-dinitrotolaeni (2,4-DNT), med 2,4-DNT
dioxygenasa sem taknbundinn er i dntda genid en nidurbrot &4 2,4-DNT fer
fram 1 samstarfi vid adrar tegundir sem halda nidurbrotinu afram (Snellinx et
al. 2003). Nidurbrot & pekktum varnarefnum hefur mikid verid skodad og er V.
paradoxus pekkt fyrir ad geta brotid nidur varnarefni eins og lintiron
(Dejonghe et al. 2003), atrasin (Smith ez al. 2005) og simasin (Santiago-Mora
et al. 2005). Lengi hefur verid vitad ad sumir V. paradoxus stofnar geti brotid
nidur illgresiseydinn 2,4-dikloréfenoxyasetat (2,4-D) (Fisher et al. 1978).
Ymsir adrir nidurbrotsferlar hafa verid uppgétvadir, svo sem nidurbrot
merkaptosuksinats, en pad kemur fyrir sem milliefni vid myndun ymissa lyfja
(Carbajal-Rodriguez et al. 2011), nidurbrot & sulfélani sem er algengur leysir
(Greene et al. 2000) og nidurbrot & fjollidunum kitini (Otsu et al. 2003) og
sellulosa (Talia et al. 2012). Nidurbrot bakteriunnar a4 bodefninu asyl-
homoserin laktoni (asyl-HSL) er einnig dhugavert par sem oOalgengt er ad
bakteriur sem nota bodefnid sin & milli brjoti pad lika nidur, en V. paradoxus
getur notfert sér asyl-HSL badi sem uppsprettu orku og niturs (Leadbetter &
Greenberg 2000). Variovorax paradoxus hefur pvi ad geyma mikla
nidurbrotshefileika og getur brotid nidur fjolda olikra efna, en ahugavert pykir

ad skoda nidurbrot hennar 4 pravirkum lifrenum efnum enn frekar.



1.2 Pravirk lifraeen efni

bravirk lifreen efni eru, eins og nafnid gefur til kynna, lifreen efni sem eru polin
gagnvart natturulegu nidurbroti. Pravirk efni, hvort sem pau eru lifren eda
olifreen er gjarnan visad til sem framandeftna (xenobiotics) en pad eru pau efni
sem ekki eiga uppruna sinn ad rekja til tiltekinnar lifveru, fedu hennar eda
umhverfi og eru pvi framandi fyrir ensimvirkni lifvera (Khomenkov et al.
2008, Van der Meer et al. 1992). bravirk lifren efni eru pvi pau
kolefnissambdnd sem lifverur eiga erfitt med ad brjota nidur. Flest eiga pau
pad sameiginlegt a0 hafa aromatiska uppbyggingu, p.e. hringstruktur med
tvitengjum sem farast til innan hringsins og mynda pannig vokmyndir til ad
halda straktarnum st6dugum. Slik uppbygging gerir peim kleift ad vera stooug
i nattarunni, enda eru ardmatisk efni nast algengasta form lifmassa 4 jordinni
vegna stodugleika peirra. En uppbygging pravirkra lifrenna efna gerir pad
einnig ad verkum ad pau eru fituleysanleg og pvi audveldlega tekin upp af
lifverum par sem pau geta safnast upp og valdid skada (Parkinson 2001).
bravirk lifren efni koma fra ymsum endum en pau eru mikid notud
sem varnarefni, lyf og milliefni { idnadi svo eitthvad sé nefnt (Khomenkov et
al. 2008). Haléogenud efni, p.e. pau efni sem hafa haldégen bundid med
samgildum tengjum vid kolefnisatom hringstruktirsins, eru gjarnan
einkennandi  fyrir  pravirk lifren efnasambdnd, en  afhaldgenun
(dehalogenation) getur reynst lifverum mjog erfid (Bhatt et al. 2007, Janssen
et al. 2005). Algengustu haldogenudu pravirku efnin eru klérkolefnissambond
en pau eru flest flokkud sem pravirkir lifrenir mengunarvaldar (Persistent
Organic Pollutants, POPs) og naudsynlegt er ad koma i veg fyrir uppsdfnun
peirra i lifrikinu. Stokkholms sattmalinn var fyrst undirritadur 4rid 2001 en
hann felur 1 sér eydingu pravirkra spilliefna, ad draga ar notkun peirra og reyna
markvisst ad komast hja myndun peirra (Secretariat of the Stockholm
Convention 2008). Af pessum pravirku lifrenu mengunarvoldum ma helst til
nefna polyklorbifenylsambond (PCB), sem hafa mikid verid notud i idnadi, og
vel pekkt varnarefni 4 bord vid diklor-difenyl-trikloretan (DDT) og
hexakloérsyklohexan (HCH). Klérud dioxin, eda PCB-lik dioxin, eru einnig

demi um pravirka mengunarvalda sem valda hvad mestum &dhyggjum vegna



eiturdhrifa peirra (McKay 2002). A Mynd 1 m4 sja demi um nokkur pravirk
klérkolefnissambond og uppbyggingu peirra.
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Mynd 1. Uppbygging nokkra pravirkra lifreenna efna. Myndin synir uppbyggingu 1,4-
diklérobensen, polyklorbifenyl (PCB), diklor-difenyl-trikioretan (DDT), gamma-
hexaklorésyklohexan (HCH), hexaklorébensen (HCB) og 2,3,7,8-
tetraklérdibensodioxin. Myndin var teiknud i ChemDraw 13.0 Pro eftir upplysingum
ChemACX.

1.2.1 Nidurbrot pravirkra lifraeenna efna
Afeitrun pravirkra lifrenna efna felst helst i ummyndun efnanna ur
fituleysanlegu formi i vatnsleysanlegt form med ensimum (Parkinson 2001).
Flestar lifverur hafa a0 geyma ensim sem ummynda eiturefni i skadlaus efni

sem per geta svo losad sig vid, enda stanslaust i snertingu vid 6@skileg efni.



Heefileiki bakteria til afeitrunar er hins vegar mest rannsakadur par sem préoun
peirra byggist & pvi ad nyta sér orkuna par sem hun gefst (Van der Meer ef al.
1992). Préunin felst i pvi ad adlagast umhverfinu, hvort sem pad er med
stokkbreytingum, umrédun eda flokkugenum (horizontal gene transfer)
(Springael & Top 2004, Van der Meer ef al. 1992), en bakteriur geta einnig
sett saman nyja nidurbrotsferla med adlogun ensima sem pegar er kédad fyrir i
erfoamengi peirra (Copley 2000). Fra préunarfredilegu sjonarmidi geta
bakteriur pess vegna brugdist skjott vid breyttum umhverfisadstedum og lengi
hefur verid pekkt ad bakteriur sem geta brotid nidur pravirk arématisk efni,
geymi genin 4 plasmidi sem audveldar peim ad flytja genin sin 4 milli
(Pemberton & Fisher 1977). bess vegna er nidurbrot aromatiskra efna gjarnan
eitt pad fyrsta sem hugad er ad pegar verio er ad skoda nidurbrotsferla 6rvera,
hvort og pa hvernig par brjota nidur aromatisk efni, en pau eru ner eingdngu
brotin nidur af 6rverum (Heider & Fuchs 1997).

Afhalogenun er mikilveegur lidur i nidurbroti mengunarvalda par sem
flest pravirk lifren efni eru klorkolefnissambdnd. Nidurbrot bakteria a
pravirkum arématiskum klorkolefnissambondum getur annad hvort farid fram
lofthdd eda loftohad, en pad fer eftir uppbyggingu efnanna og hvar
klérsameindirnar eru stadsettar. Peer geta annad hvort afthaldogenad efnin fyrst
og undirbuid pau pannig fyrir klofningu hringstriktirsins, ferill sem venjulega
fer fram loftfirrt, eda med lofthadu ferli par sem klippt er & hringinn fyrst og
athalogenad svo (Bhatt ez al. 2007, Janssen et al. 2005). Pannig fer nidurbrot
klérkolefnissambanda mikid eftir getu 6rveranna til nidurbrots & aromatiskum
efnum.

Nidurbrot bakteria 4 arématiskum efnum fer fram beadi lofthad og
loftfirrt par sem lofthadir ferlar fara fram med moéndoxygendsum og
dioxygendsum sem naudsynlegir eru til ad rjufa hringstriktarinn (Diaz et al.
2013). Bakteriur sem hafa loftfirrta ferla notast hins vegar vid bensoyl-CoA
rediiktasa og eyda pannig aromatiska hringstraktarnum med afoxun (Heider &
Fuchs 1997). Til pess ad kljufa hringinn parf fyrst ad brjota nidur eda
ummynda efnid i milliefni sem hringkljafandi ensimin pekkja, pa helst 3,4-
dihydrobensosyru eda katekol, sem sidan eru brotin nidur (Van der Meer et al.
1992). bau gen sem sja um ad rjufa hringinn er gjarnan skipt upp eftir pvi

hvernig ensimin sem pau koda fyrir kljafa hringstraktarinn, med meta-



rofningu eda ortho-rofningu (Mynd 2) (Khomenkov ef al. 2008). Gen sem
kéoa fyrir meta-rofningu 4 aromatiskum efnum koda svokallada extradiol
dioxygenasa, t.d. katekol-2,3-dioxygenasi sem er kodadur er af genunum xy/FE,
nahH og dmpB, en slik gen eru venjulega stadsett &4 plasmidum. Ortho-rofning
er gerd med ensimum sem flokkast undir intradiél dioxygenasa par sem, medal
annars, er 3,4-dihydrobensosyru 3,4-dioxygenasi sem koédadur er af pcaGH
genagenginu. pcaGH asamt 60rum genum sem sja um ortho-rofningar ferli svo
sem cat genagengid, eru venjulega stadsett 4 litningi bakteria. Oft hafa
bakteriur fleiri en eitt genagengi og geta tjad badi genagengin eda bara annad

peirra i einu, allt eftir hentugleika (Van der Meer et al. 1992).
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Mynd 2. Gen sem kdéda fyrir nidurbroti arbmatiskra efna. Myndin synir gen kédandi
fyrir extradiol dioxygendsum fyrir meta-rofningu og intradiol dioxygenésum fyrir ortho-
rofningu & arématiskum efnum og synir hvar peir rjufa hringinn (Van der Meer et al.
1992).



1.3 Erféamengjarannsoknir og lifupplysingataekni

1.3.1 Heilradgreining
Radgreining & DNA gerir monnum kleift ad lesa langar niturbasaradir sem eru
uppistada pess liffredilega fjolbreytileika sem pekktur er i dag. Radgreining &
DNA hefur verid framkvemd med ymsum adferdum, en su sem hefur verid
mest notud i DNA-rannsoknum sidustu 30 arin, er harpipuadferdin sem byggd
er & radgreiningaradferd Sangers (Sanger & Coulson 1975, Sanger et al. 1977).
Aodferdin er vel pekkt, en 1 stuttu mali gengur harpipuadferdin Gt 4 ad nota
flarmerkt kirni sem vanta hydroxyl hop 4 3° enda sem efnivid i framlengingu
DNA pradarins. begar kirnid skortir hydroxyl hépinn veldur pad pvi ad
lenging pradarins stodvast og pannig verdur til afurd med flurljémandi kirni 4
endanum. betta er endurtekid ut DNA pradinn og par sem hver niturbasagerd
er merkt med dkvednum lit, er haegt ad lesa rod niturbasanna med leysigeisla er
peir flytjast i gegn um harpipugelid. Seinna kynntu Sanger et al. (1980) hina
svokolludu haglabyssuadferd (shotgun sequencing) sem byggist 4 pvi ad klona
handahofskenndar radir inn i hysil og radgreina paer med fyrrnefndri adferd.
Med pessu matti safna saman rooum erfdaefnis med einfaldari og fljotlegri
hatti en adur. Pad var p6 ekki fyrr en arid 1995 sem fyrst var radgreint heilt
erfoamengi, pegar erfdaefni Haemophilus influenzae var radgreint
(Fleischmann et al. 1995), en pad var gert med pvi ad notast vid adferd sem
byggir 4 porun samsvarandi enda (pairwise-end sequencing). Pa eru radir sem
radgreindar hafa verid med haglabyssuadferd, brotnar upp i undirradir sem
skarast og samrédun (,,assemblering™) radarbuta 1 sterri radasamfellur
(contigs) og, ad lokum heildstatt erfdamengi, pannig gerd moguleg (Roach et
al. 1995). Haglabyssu-heilradgreining (Whole genome shotgun, WGS) er pvi i
stuttu mali pannig ad heilt erfdamengi er radgreint med pvi ad urtdk rada ur
erfdamenginu eru samtals margfalt lengri en lengd erfdamengisins sjalfs,
pannig ad margar stuttar radir fra tilviljanakenndum st6dum i erfdamenginu
skarast hver vid adra og geta myndad eina heild. Sidan pa hafa fyrrnefndar
adferdir gert pad mogulegt ad radgreina erfdamengi fjolda lifvera og hafa ymis
verkefni verid 1 gangi sem mida ad pvi ad birta heil erfdamengi, en pa ma helst
nefna mannerfdamengisaetlunina (The Human Genome Project) sem birti

erfdamengi mannsins um sidustu aldamot (International Human Genome



Sequencing Consortium 2001, International Human Genome Sequencing

Consortium 2004).

1.3.2 Naestu kynslodar radgreiningar

Sifellt er leitast vid ad beeta par adferdir sem notadar eru til ad flyta fyrir,
audvelda og hamarka arangur. I dag neer harpipuadferd Sangers 99,999%
ndkvemni og getur radgreint allt ad 1000 basapara radir i einni keyrslu
(Shendure & Ji 2008), en ndkvaemni og lengd radanna er 4 kostnad afkasta og
kostnadar. Stodug proun hefur verid i radgreiningartaekni sidustu ar og hafa
fyrirteeki sett & markad radgreiningarteki sem byggjast 4 mismunandi
adferdum vid radgreiningu, sem i flestum tilfellum tekst ad auka afkost og
leekka kostnad. Afkastameiri radgreiningaradferda er gjarnan visad til sem
naestu kynslodar radgreiningar (Next Generation Sequencing, NGS) sem valdid
hafa byltingu i afkdstum radgreiningar & sidari arum og audvelda til muna
rannsOknir 4 ymsum svidum liffredi og leknisfredi svo demi séu tekin
(Henson et al. 2012, Shendure & Ji 2008). NGS adferdum ma skipta i
svokalladar 2. kynslodar og 3. kynslodar adferdir, en allar eiga paer pad
sameiginlegt ad byggjast ekki 4 adferdum Sangers. Deemi um per 2. kynslodar
radgreiningar sem eru adgengilegar eru 454 Life Sciences (www.454.com),
Solexa fra Illumina (www.illumina.com) og Applied Biosystems SOLiD fra
Life Technologies (www.lifetechnologies.com). Ion Torrent, einnig fra Life
Technologies (www.lifetechnologies.com), méa nefna sem demi um 3.
kynslodar radgreiningar, en pad eru per radgreiningaradferdir sem radgreina
DNA moélekulin beint, 4n pess ad magna pau upp adur (Henson et al. 2012).
Hér & eftir verdur po einungis farid 1 Solexa adferd Illumina.

Solexa aodferdin ,radgreining med nymyndun“ (Sequencing by
Synthesis, SBS) sem er bundin einkaleyfi Illumina er notud i Ollum
radgreiningarkerfum Illumina t.d. HiSeq 2500, NextSeq 500 og MiSeq
(Illumina 2014). SBS radgreiningin byggist & gagnhverfum litudum
lokatdknum par sem DNA er fest vid primera & synisgleri og magnad upp
pannig ad stadbundin pyrping kléna er myndud. Ollum fjérum gerdum DNA
nukleotida er fleytt yfir glerid og peim sem ekki bindast er skolad burtu.
Pannig 4 radgreiningin sér stad 4 medan verid er ad nymynda DNA pradinn

(Bentley ef al. 2008). Adferdin er s afkastamesta sem til er i dag med laegstu
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villutionina og synt hefur verid fram a ad radgreining med MiSeq kerfinu henti
best Vvid de novo radgreiningu, samanborid vid adrar NGS
radgreiningaradferdir (Loman et al. 2012, Quail et al. 2012). Undirstada pess
ad samsetning erfdamengis virki sem skildi, er ad gadi radgreiningargagna séu
eins mikil og mogulegt er. MiSeq kerfid gefur bestu faanlegu gognin,
samstedar radir (paired-end sequences), med nakvemustu radgreiningartekni
sem voOl er 4 1 dag og er pannig best til fallid pegar verid er ad radgreina og

setja saman erfdamengi de novo.

1.3.3 Samsetning (Assembly)

begar sett er saman erfdamengi de novo, ma imynda sér ad pad sé eins og ad
setja saman pusl an pess a0 hafa myndina framan 4 kassanum til vidmidunar.
Pevzner et al. (2001) benda 4 a0 erfoafredingar hafi oft gaman af pusluspilum,
rétt eins og born, nema hvad ad pegar um erfoaefni raedir eru brotin orlitid
fleiri og adeins floknara ad setja pau saman. Kannski er pad ekki adeins vegna
fjolda brota heldur frekar edli peirra sem pad er nanast 6gerlegt ad setja saman
pusluspil liffredinnar 4n pess ad hafa kerfisbundna adferd til ad rada peim
saman. Eins og kom fram hér ad ofan er heilradgreining tiltdlulega einfold i
framkvemd og skilar af sér fjolda stuttra rada & skommum tima. En
radgreiningin skilar hrdum gégnum sem 6mogulegt vari ad setja saman i eina
heild og tilka, nema med hjalp algéripma. Ur pvi ad nastu kynslédar
radgreiningar skila af sér meira magni gagna i formi styttri rada og mikillar
pekju, purfa samsetningaralgdripmar og forrit ad vera i stakk buin til ad setja
saman gognin Ur afkastameiri radgreiningum og hefur préun peirra farid mikid
fram sidan 2005 (Miller et al. 2010) .

Samsetning erfdamengis (assembly) er venjulega byggd 4 stiggengum
algoripma (hierarchiral algorithm) sem radar gégnum eftir tilteknum reglum {
mismunandi prep med hlidsjon af pvi hvernig samskiptum beirra er hattad.
Sum prepin eru undirskipud 6drum og pannig getur stigveldislikanid flokkad
radirnar og kortlagt mogulega ro0 eftir mikilvaegi og samskiptum radanna.
bPannig geta samsetningaralgéripmar samradad lesrodum (reads) 1 samfellur
(contig) og sidan samfellum i stodradir (scaffold) (Miller et al. 2010). Til pess

nota samsetningaralgéripmar hnitarit (graph) par sem radirnar eru hnutar
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(nodes) og skorun & milli rada eru Orvar (arrows eda directed edges) sem
tengja saman radirnar (Compeau et al. 2011).

Klassiska leidin er ad nota samsetningaralgdripma sem setja saman paer
radir sem skarast med hringudu oOrvaneti eda hring Hamiltons (Hamiltonian
cycle), p.e. adeins er farid einu sinni um hvern hnut og brautin endar a
upphafspunkti. Reynslan hefur synt ad algoéripmar sem finna einungis skaranir
rada, virdast ekki rdda vid endurteknar radir innan erfdamengisins auk pess
sem gogn Ur nyrri kynsloda radgreiningum eru of vidamikil til ad fysilegt sé¢ ad
nota hring Hamiltons (Compeau et al. 2011). Flest forrit fyrir samsetningu
gagna ur nyrri kynsloda
radgreiningum nota de
Bruijn hnitarit sem byggja
a leid Eulers (Eulerian
path) (Mynd 3). De Bruijn
1001 hnitarit nota k-lidu, sem
eru stuttar radir basapara
med fyrirfram  dkvedna

lengd, til pess ad finna

samsvarandi radir

Mynd 3. De Bruijn hnitarit fyrir fiogurra basa k-lidu og (Pevzner et al. 2001).
tveggja stafa stafrof. Myndin er fra Compeau et al. ]

(2011) og synir hvernig samsetning med leid Eulers Lengd k-lidunnar barf ad
virkar. Hver 6r er farin adeins einu sinni & medan hver . o .
hnutur er heimséttur oft og leidin endar i upphafshnati  VEra negilega mikil til
sem lokar hringnum. Euler hringurinn heimsaekir . .
hnatana i ré6inni 0000, 0001, 0011, 0110, 1100, 1001, PESS 0 dsamstadar radir
0010, 0101, 1011, 0111, '1111, '111(’), 11Q1, 101’0,' hafi ekki sému k-lidu, en
0100, 1000, par sem fyrsti stafurinn i hverjum hnati

mynda saman rédina 0000110010111101. parf p(’) ad vera négu stutt

til pess ad samstaedar radir hafi k-liduna sameiginlega. Samsetning byggd 4 k-
lidum er venjulega notud vegna skilvirkni samsetningarinnar par sem fljotlegra
og einfaldara er ad finna samsvarandi k-1idu frekar en skorun radanna, pannig
a0 hver or er farin adeins einu sinni, en ekki hver hntitur (Compeau et al. 2011,
Miller et al. 2010). bad getur p6 valdid pvi ad algoéripmanum yfirsjaist rétta
skdrun rada og getur pvi haft minni nemni en klassiskir algéripmar sem
byggjast 4 pvi ad finna skoérun radanna (Pevzner et al. 2001).

Demi um samsetningarforrit sem setur saman radgreiningargdégn med de

Bruijn hnitariti, er CLC Genomics Workbench sem stydur allar helstu tegundir
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gagna Ur nyrri kynsloda radgreiningum asamt Sanger radgreiningargdgnum
(CLC bio 2014). CLC Genomics Workbench getur sett saman gogn badi med
de novo samsetningu og eftir pekktri r6d. De novo samsetningunni er skipt i
tvennt par sem rodunum er fyrst radad saman i samlagar radir, sem sidan eru
notadar til ad kortleggja radirnar. Petta er gert med pvi ad gera de Bruijn
hritarit pannig ad ord (words) eru Utbliin med dkvedinni ordalengd (word size),

par sem hvert ord hefur fjéorar mégulegar myndir ad framan og ad aftan (Mynd

4) (CLC bio 2012).
A
Backward neighbors Starting word Forward neighbors
AACGTAGCTAGCGCAT CGTAGCTAGCGCATGA
CACGTAGCTAGCGCAT CGTAGCTAGCGCATGC
ACGTAGCTAGCGCATG

GACGTAGCTAGCGCAT CGTAGCTAGCGCATGG
TACGTAGCTAGCGCAT CGTAGCTAGCGCATGT
B

ACAAACGGGCCCCTACATTGATTAAATCTTCTTTTG
ACGCACAAACGGGCCCCT

/\
\/

TTAAATCTTCTTTTGGCT
ACAAACGGGCCCCTAGATTGTTTAAATCTTCTTTTG

Mynd 4. Daemi um ord sem notud eru sem hndutar i de Bruijn hnitariti vid samsetningu
& erfdamengi de novo. A: [ midjunni er gefi6 ord sem er akvedid margir basar ad
lengd, en ut fra pvi er utbuin ordatafla um allar mégulegar myndir ordanna ad framan
og ad aftan. | gégnunum er sidan leitad ad pessum ordamyndum og ef adeins ein
ordamynd er til stadar eru radirnar paradar saman. B: Ef fleiri en einn méguleiki er til
stadar eru peir badir tengdir og bdéla (bubble) getur myndast. Ef fleiri ordamyndir eru til
stadar i gégnunum getur hnitaritid ordid mjég greinott. Myndin er fengin fré CLC bio
(2012).

CLC Genomic Workbench gefur kost 4 pvi ad breyta og bata gagnatrvinnslu
med pvi ad gefa upp gedi samsetningarinnar. Prjar megin staerdir eru notadar
til ad meta gedi samsetningarinnar og aetla hversu langt er i land vid
samsetningu & heilu erfdamengi. Fj6ldi samfellna er megin pattur i pvi ad meta
i hversu mérgum butum erfdamengid er og venjulega gildir ad pvi ferri sem
samfellurnar eru, peim mun betri er samsetningin. Einnig er notadur
heildarfj6ldi basa 4 6llum samfellum. Heildarfjoldi basa 4 venjulega ad vera
sem nest heildar basafjolda somu eda svipadrar lifveru sem hefur verid
heilradgreind adur. Sidast en ekki sist er notast vid Nsp til ad meta gaedi
samlagra rada. Nsper tolfredileg steerd sem gefur lengd minnstu samfellunnar
sem er 1 hopi storra rada ef heildar rédum er skipt 1 tvennt: storar og litlar radir.

bessi adferd gefur pvi oft betri mynd af lengd samfellna, par sem medaltal af
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lengd radanna skekkist gjarnan ef margar stuttar radir eru i gégnunum (CLC

bio 2012).

1.3.4 Skyring (Annotation)
Radgreining og samsetning erfdamengis segir 1itid ef ekki veri fyrir skyringu
erfdamengisins. Stein (2001) utskyrir annoteringu pannig ad hun sé i raun
margfold greining 4 hrdum ré0um radgreiningargagna, par til liffreedilegt gildi
erfoaefnisins er fundid og skilningi okkar &4 pydingu pess er nad. betta ferli
getur po tekid langan tima og ekki hagt ad segja fyrir vist hvenar pvi ferli er
lokid, eda hvort pvi ljiki nokkurn timann.

Skyring, eda ,annoétering®, erfdamengis er byggd 4 premur megin
pattum: skyringu & kjarnsyrustigi, skyringu & proteinstigi og skyringu a
lifefnaferlum (Médigue & Moszer 2007, Stein 2001). Skyring & kjarnsyrustigi
felst 1 pvi ad stadsetja og spa fyrir um gen, dsamt pvi ad bera kennsl & énnur
erfoafredileg kennileiti. Pannig eru 61l helstu kennileiti erfdaefnisins kortlogd
og opnir lesrammar (open reading frames, ORFs), eru notadir til ad finna
mestu samsvorun vid pekkt gen. Skyring & proteinstigi snyr ad pvi ad finna Ut
hvad genin kdda, hvada protein eru til stadar og hvernig pau virka. betta felur i
sér a0 gefa genum hlutverk pannig ad pau kéoi fyrir hugsanlegum préoteinum
sem hegda sér 4 akvedinn hatt. Pegar buid er ad finna ORFs og hugsanleg gen
sem koda akvedin protein, er ad lokum leitast vid ad atta sig 4 sambandi
genanna og peirra lifefnaferla sem pau taka patt i (Stein 2001).

Annotering er mikid til byggd 4 samanburdarerfdafraedi (comparative
genomics), par sem avallt er verid ad bera saman gognin vid adur birt gdgn;
finna mestu samsvorun gena vid pekkt gen, finna bestu samrédun milli rada og
finna mestu likindin & milli lifvera. Segja ma ad annotering sé einnig
undirstada samanburdarerfdafreedinnar, vegna pess ad med pvi ad annotera
erfdamengi er stanslaust verid ad uppfera og bata pa gagnabanka sem notadir
eru vid anndteringu nyrra erfdamengja. Gagnabankarnir GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) hja NCBI (The National Center for
Biotechnology Information), ENA (http://www.ebi.ac.uk/ena/) hja EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) og DDBJ (DNA Data Bank of
Japan) (http://www.ddbj.nig.ac.jp), eru allir medlimir i INSDC (International

Nucleotide Sequence Database Collaboration) (http://www.insdc.org), sem sér
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til pess ad DNA upplysingar séu adgengilegar og ad samremi sé¢ 4 milli peirra.
beir skiptast & gognum daglega sem gerir monnum kleift ad nalgast sem
réttastar upplysingar og pannig sem réttastar nidurstodur hverju sinni (Benson
et al. 2014). Algengast er ad nota GenBank vegna pess ad NCBI hefur hannad
handhaega leit i gagnabankanum, bedi med Entrez sem leitar ad kennileitum
og anndteringum innan rada og med BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) par sem hagt er ad samrada rodum vid baedi DNA radir eda proteinradir
(Altschul et al. 1990). EMBL, i samstarfi vid SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics) og PIR (Protein Information Resource), hefur ad geyma
pekkingargrunn fyrir préteinradir og upplysingar um eiginleika peirra i einum
grunni,  UniProt  (http:/www.uniprot.org), sem geymir hagnytar
annodteringarupplysingar 4 proteinstigi og er uppferour & manadarfresti (The
UniProt Consortium 2014). Upplysingar ur pessum gagnabonkum eru peer
bestu sem vol er 4 1 dag vegna gada peirra rada og anndteringa sem liggja fyrir
asamt fredilegum greinum peim tengdum. Annar gagnabanki sem er mikid
notadur pekkingargrunnur er japanski gagnabankinn KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (http://www.genome.ad.jp/kegg/). Sa
gagnabanki er uppferdur daglega og hagt er ad fa itarlegar upplysingar um
gen, proteinbyggingar, virkni peirra og lifefnaferla, sem gerir hann afar
nytsamlegan til ad tengja erfdamengjaupplysingar vid hlutverk gena og
proteina (Kanehisa & Goto 2000).

begar verid er ad anndtera ny erfdamengi er mikilvaegt ad samanburdur
erfdamengisins sé¢ gerdur vid bestu faanlegu gognin svo ad anndteringin skili
sér 1 geedalegri mynd. Pess vegna parf pad ekki ad valda heilabrotum af hverju
annoéteringarforrit eru honnud til pess ad leita i og bera saman vid gogn i
ofangreindum gagnabonkum. Til er fjoldinn allur af forritum sem audvelda
annodteringu og eru morg peirra sérhaefd fyrir dkvedna tegund verkefna, svo
sem anndteringu 4 erfdamengi dreifkjornunga, en flest eiga pau Dpad
sameiginlegt ad byggja 4 upplysingum tr gagnabonkum INSDC (Médigue &
Moszer 2007, Stein 2001). Eitt peirra er BASys anndteringarforrit (Bacterial
Annotation System), sem er sérstaklega gert fyrir skyringu & erfdamengi
bakteria (Van Domselaar et al. 2005). BASys notar mismunandi uppsprettur
heimilda fyrir anndteringu 4 erfdamengjum og gefur pannig itarlegar

upplysingar fyrir hvert gen. BASys notar GLIMMER algoéripma til ad spa fyrir
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um gen og yfir 30 progromm til ad anndtera pau i samremi vid gagnabanka
INSDC, 4dsamt 60rum. Upplysingar um hlutverk genanna sem BASys gefur er i
samraemi vid per upplysingar sem fast vid leit i UniProt pekkingargrunninum
og pess vegna er hagt ad axtla ad nidurstodur anndteringarinnar séu
arei0anlegar. Pratt fyrir a0 BASys gefi rvals anndteringu midad vid gefnar
forsendur, er pad ohjakvaemilegt ad i einhverjum tilvikum gefi annéteringin
skakka mynd af erfdamenginu. BASys gefur pess vegna upp gogn til
utskyringar & pvi hvadan upplysingarnar voru fengnar og hversu mikil gadi
fylgja peim. Pannig er hagt ad vega og meta hversu areidanleg annotering er
fyrir hvert gen fyrir sig og einfalt ad stadfesta skyringuna handvirkt (Van
Domselaar et al. 2005).

GLIMMER er sa genaleitaralgoripmi sem er hluti af flestum
annoteringarforritum fyrir dreifkjornunga i dag, enda hefur hann yfir 99%
nemni og laga villutioni (Delcher ez al. 1999, Delcher et al. 2007, Salzberg et
al. 1998). bad sem GLIMMER hefur fram yfir adra annéteringaralgéripma er
innreiknad Markovslikan (interpolated Markov model, IMM) sem gerir hann
sveigjanlegri og 0flugri en 6nnur likon med sama markmidi. b4 er ekki notast
vid fyrirfram édkvedna lengd af k-lidu, heldur k-lidur af mismunandi lengdum
ut fra peim goégnum sem fyrir liggja. GLIMMER er pvi tvipatt forrit sem
samanstendur af pvi ad IMM reiknilikanio setur sér stika (parameter) midad
vid gdgnin sem sett eru fyrir og sidan af glimmer algoéripma sem notar stikana
til ad finna ORFs i gognunum (Salzberg et al. 1998). GLIMMER er vegna
pessa algengasti genaleitaralgéripminn pegar verid er ad spa fyrir um gen i
dreifkjornungum.

Genaspa er grunnur anndteringar, par sem hun felur i sér ad bera kennsl
4 opna lesramma og reikna Ut likurnar & pvi ad s4 lesrammi innihaldi gen.
Genaspa felur einnig 1 sér a0 gefa peim hlutverk eftir hlutverki préteinanna
sem pau koda fyrir. Pannig nar genaspa ekki einungis yfir skyringu &
kjarnsyrustigi, heldur einnig til proteinskyringar. Til pess ad einfalda genaspar
og mida ad pvi a0 koma sem mestum upplysingum 4 framfzeri um hlutverk
gena innan erfdamengja, er allajafna notast vio hlutverkaflokkun (Clusters of
orthologous groups, COG) en hun snyst um ad flokka saman samsvarandi gen
eftir hlutverki peirra (Tatusov ef al. 1997). begar talad er um samsvarandi gen

(homologous) er venjulega att vio orthologs, gen Ur mismunandi lifverum sem
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hafa adskilist med tegundaskiptingu, og paralogs, gen ir sama erfdamengi sem
hafa adskilist med fjolfoldun innan erfdamengis (Koonin 2005).
Hlutverkaflokkun, eda COG flokkun, er einungis gerd ut fra orthologs genum
par sem paralogs eiga pad til ad skipta um hlutverk vid fjolfdldun innan
erfdamengisins, & medan orthologs halda venjulega hlutverki sinu & milli
tegunda, pannig ad einfaldara er ad flokka orthologs saman med tilliti til
hlutverka peirra (Tatusov et al. 1997). COG hlutverkaflokkunin er pvi stor
pattur i skyringu gena par sem hin gefur innsyn i lifefnaferla fruma og

audveldar greiningu 0pekktra proteina.
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Efni og adferdir

1.4 Bakgrunnur verkefnisins

Stofninn MEAO10 var einangradur af Margréti Evu Asgeirsdéttur ur Peltigera
membranecea sem tekin var 1 bPingmula, Skriddal 4rid 2012 og komid fyrir i
stofnasafni Haskdlans & Akureyri. Erfoaefni hans var einangrad og 16S rRNA
radgreint fyrir skyldleikagreiningu sem gefur til kynna ad stofninn er af
ettkvisl Variovorax med mestu likindin vid Variovorax paradoxus (99%) og
Variovorax boronicumulans (99%) (Margrét Eva Asgeirsdottir 2013). Heida
Frigjonsdottir s um ad utbtla og undirbta safn erfdaetnisins fyrir
heilradgreiningu med Illumina MiSeq” System eftir peirra leidbeiningum fyrir

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

1.5 Samrodun erfdamengis MEAO10
Erfoaefni MEAO10 var heilradgreint med Illumina MiSeq” System. Gerd var

de novo samrooun med CLC Genomics Workbench 6.0.5 par sem gefnir stikar
voru notadir, 22 i ordalengd og 242 i bolusterd (bubble size). Lagmarkslengd

rada sem voru notadar vid samrédunina var 200 basar.

1.6 Skyring a erféamengi MEAO10

Nidurstodur samrodunar voru skyrdar med BASys vefforriti, par sem
GLIMMER algéripmi er sjalfvalinn. GenBank og UniProt voru notadir til ad
stadfesta genaspad handvirkt. BASys var einnig notad til ad flokka genin med
COG flokkun og pad stadfest handvirkt med KEGG.

1.7 Mognun gena

Eftir skyringu erfdaefnisins var leitast vi0 ad magna upp gen sem kodar

hugsanlega fyrir karboxymetylenebutenolidasa.

1.7.1 Honnun sérhaefdra primera
Genid sem leitast var eftir ad magna upp var stadsett & samfellu MEA contig
193 og pad stadfest med blastn samrodun i GenBank. Primer Blast samrddun
var notud til ad finna sérhefda primerar6d fyrir genid. Primerarnir voru

hannadir med pattatengingar (annealing) hitastigi & milli 55-60°C par sem
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hitastig 4 milli primeraparsins var ekki meira en prjar gradur. { Toflu 1 ma sja
radir primeranna. Primerarnir voru pantadir frd& Microsynth og pynntir fyrir

notkun ad 100 uM med TE buffer og a0 10 uM med MQ vatni.

Tafla 1. Primerar fyrir mbgulegan karboxymetylenbutendlidasa i MEAO10. Taflan synir
hvada gen primerarnir eiga ad magna upp, heiti peirra og réd fra 5’ enda sem fundin
var ut med Primer Blast asamt veentanlegri afurd dr fjélféldunarhvarfi.

Vantanleg

Gen Primer R60 primera 5°-3°
afuro (bp)

Mogulegur

CMBfwd CACCAGGTCCAGCGTGTC
karboxymetyl- 1525

enbutenolidasi  CMBrev  ATGCTTGCCTGCGACATGAA

1.7.2 Einangrun DNA ur MEAO10
Erfoaetni Variovorax tegundarinnar MEAO10 var einangrad med pvi ad nota
Ultra Clean® Microbial DNA Isolation Kit fra MO BIO. MEAO10 stofninn var
reektadur 1 fjora solarhringa & PCA @ti fra Difco®. Rumlega lykkjufylli var
feert 1 daudhreinsad eppendorfglas og leyst upp 1 300 pL af MicroBead solution
ur settinu. Eftir pad var farid eftir leidbeiningum framleidanda og einangrad

erfoaefni geymt i 10 mM Tris lausn vid -20°C.

1.7.3 Mognun med fiolfoldunarhvarfi (PCR)
Magnad var upp erfoaecfni MEAO10 med primeraparinu sem sja ma i Toflu 1.
Vio hvarfid var notadur Phusion DNA polymerasi frd Invitrogen dsamt 5x
Phusion HF buffer og dimetyl stlfoxidi (DMSO). Tvo mismunandi mastermix
voru utbtin 4 is, annad med CMB primeraparinu  fyrir
karboxymetylenbutendlidasa en hitt med 16S primerunum 27F og 1492R sem
vidmid. Magn hvarfefna fyrir hvert syni ma sja i Toflu 2.
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Tafla 2. Hvarfefnablanda fyrir filféldunarhvarf med Phusion DNA podlymerasa fyrir

hvert syni.
Efni Magn (uL)
5x Phusion HF buffer 5
10 mM dNTP 0,5
10 mM Forward primer 1,25
10 mM Reverse primer 1,25
DMSO 0,75
Phusion DNA polymerase 0,25
DNA 1
MQ vatn 15

Sem samanburdarsyni var notast vid stofn 56 sem jakvatt syni fyrir DNA og
MQ vatn sem neikvett syni. Hvarfid for fram i Peltier Thermal Cycler (PTC-

200) fra MJ Research a eftirfarandi programmi sem sja ma i T6flu 3.

Tafla 3. Prégramm fyrir fjélféldunarhvarf med Phusion podlymerasa og CMB

primerapari.
Skref Hitastig (°C) Timalengd Fjoldi hringja
Fyrsta edlissvipting 98 30 sek
Edlissvipting 98 10 sek
battatenging 60 30 sek 30 hringir
Framlenging 72 1:30 min
Loka framlenging 72 7 min
Bid 4 Oendaleg

1.7.4 Rafdrattur a geli
Steypt var gel ur 0,8% agarosa (Agarose for standard use fra Sigma i TBE
buffer) og leyft ad kélna a0 50°C 4dur en 1 pL SYBR® Safe DNA lit fra
Invitrogen var batt i 25mL af geli. Gelinu var sidan hellt i mot og 14tid storkna
i 30 minutur. PCR afurdum var hladio i brunna, 5 pL af hverju syni 4samt 1 pL

af 6x hledsludta. Til vidmidunar var 1 kb DNA ladder frda New England
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Biolabs (NEB). Gelid var dregid i Mini-Sub Cell GT System fra Bio Rad med
EPS 301 aflgjafa fra Amersham Biosciences vid 120 V 1 30 minutur. Gelid var
myndad undir utfjolublau 1j6si med InGenius fra Syngene og skodad med

GeneSnap fra sama framleidanda.

1.8 Radgreining afurda

Afurd CMB primeranna Uur PCR var send til radgreiningar hja Macrogen i
Hollandi, auk 16S afurdar fyrir stofn 56.

1.8.1 Hreinsun afurda

Afurd CMB primeranna var skorin Ur geli og hreinsud med NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up frd Macherey-Nagel. Preparativt gel var Gtbtid med pvi ad
steypa gel ur 0,8% agarosa likt og adur. PCR afurdinni var hladid & gelid par
sem 5 pL af 6x hledsludua var sett i afurdina og allt sett i brunn (u.p.b. 20 pL.
af syni). Gelid var dregid vid 100 V 1 60 minatur og bandid skorid ur gelinu
med skalpel bladi yfir utfjolublau ljosi. Farid var eftir leidbeiningum
Macherey-Nagel fyrir hreinsun afurda tr geli.

Viomidunarstofninn var hreinsadur med Exo-Sap hvarfi. Hvarflausn
var utbuin par sem 0,025 pL af Exonuclease I (NEB) og 0,05 pL af Shrimp
Alkaline Phosphatase (NEB) var sett 1 9,925 uL af ddH,O fyrir 20 pL af PCR
afurd. Hvarfio for fram vid 37°C 1 60 minutur og sidan vid 95°C 1 5 minttur, i

PTC-200 fra MJ Research.

1.8.2 Undirbuningur radgreiningar
Radgreint var frd badum endum med samsvarandi primerum ar Toflu 1 fyrir
mogulegan karboxymetylenbutenolidasa og med 27F og 1492R fyrir
vidmidunarstofn. Settir voru 10 pL af hreinsudum afurdum og 7,5 pL af primer

i radgreiningarbakka sem sendur var til Macrogen i Hollandi.

1.8.3 Skyldleikagreining gena og proteina
Nidurstodur radgreiningarinnar voru skodadar med Sequence Scanner fra
Applied Biosystems par sem par voru snyrtar til ad framan og ad aftan.
Rodum vidmidunarstofnsins var samradad med blastn par sem leitad var 1 16S

ribosémal RNA gagnagrunni GenBank med megablast algoéripma.
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Radir fyrir CMB afurd voru einnig skodadar og snyrtar med Sequence Scanner
fra Applied Biosystems. Snyrtingin fol i sér ad taka pa basa sem voru i litlum
gedum af badum endum og peir basar sem voru i mjog litlum gaedum eda
blandadir 1 rodinni var skipt ut fyrir N basa, sem taknar alla mogulega basa.
Sidan var rédunum samradad med blastx vid RefSeq proteinradir i GenBank.
Skyldleikagreining préteina var framkvemd med MEGAS (Tamura et
al. 2011). R60 CMB afurdar var sett saman og pydd 1 amindsyrur6d, samradad
med blastp i GenBank og fj6ldasamradad med ClustalW vid skyld prétein
(Tafla 4). Utbuid var nagrannatengsla tré (Neighbor-joining Tree) med
mogulegum karboxymetylenbutenolidasa og préoteinum Ur Toéflu 4 med 16S
ribosomal RNA metyltransferasa Gr Variovorax paradoxus S110 (An:
YP 002947145.1) sem uthép. Fjoldasamrodunin ar ClustalW fyrir V.
paradoxus stofnana var einnig sett upp med BoxShade, til ad syna mismun
amindsyruradanna fyrir hverja amindsyru fyrir sig. Préteinr6din ar V.

paradoxus S110 var notud sem viomid og rodin Ur P. aeruginosa sem Utro0.

Tafla 4. Préteinradir karboxymetylenebutendlidasa sem notadar voru vid
skyldleikagreiningu. Taflan synir heiti proteinsins, Gr hvada lifveru pad kemur og
adildanamer i GenBank.

Protein Lifvera Adildarnimer

Mogulegur karboxymetylenbutenodlidasi V. paradoxus B4 YP 008516014

karboxymetylenbutendlidasi V. paradoxus S110  YP_002947248
karboxymetylenbutendlidasi V. paradoxus EPS ~ YP_004154899
karboxymetylenbutendlidasi A. piechaudii WP_006226618
karboxymetylenbutendlidasi P. aeruginosa WP_019371690
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Nidurstodur og umraeda

Vegna e0li pessa verkefnis og peirra nidurstadna sem pad gefur, verda
nidurstodur birtar samhlida umraedu par sem nidurstddur og vangaveltur um

nakvemni peirra haldast i hendur.

1.9 Samsett erfdamengi MEAO10

Erfdaefni Variovorax stofnsins MEAO10 var heilradgreint med MiSeq®
System fra Illumina og sett saman med de novo samrédun i CLC Genomics
Workbench 6.0.5. Lesradirnar (reads) voru 4.861.450 talsins, ad medaltali 243
basar ad lengd, og var pvi aztlud pekja erfdamengisins 160-f6ld. Radirnar
voru assembladar nidur 1 305 samfellur med heildarlengd 8.319.015 basa og
Nso upp 4 21.897 basa, en tengil i skrar med samfellunum ma finna i Vidauka
I. Utreiknad CG hlutfall erfdaefnisins var 66,1%. Heildarlengd erfdamengja
hja peim V. paradoxus stofnum sem bid er ad heilradgreina, er 4 milli 6,5 og
7,1 milljon basa (Brandt et al. 2014, Han ef al. 2011, Han et al. 2013), og ma
pvi buast vid ad skaranir milli samfellna s¢ upp 4 rimlega 1 milljon basa.

bar sem radgreining stofnsins MEAO10 var gerd med MiSeq kerfinu er
hagt ad gera rad fyrir ad villutidni radgreiningarinnar sé tiltélulega 1ag (um
0,80%), en radgreiningarteekni Illumina hefur minni villutidoni en adrar
sambarilegar NGS adferdir (Quail et al. 2012). Vegna pess hve erfitt er ad
segja til um hvar villurnar koma fram og hvada ahrif per hafa & samsetningu
og skyringu erfdamengisins, skal alltaf taka radgreiningar- og
samrédunarnidurstodum med fyrirvara. b6 fundu Quail et al. (2012) ut ad
[Nlumina adferdirnar syndu herri villutidni eftir langar endurteknar radir, en
radgreining MEAO10 stofnsins hefur p6 nokkud af endurteknum r6dum sem
getur skyrt erfidleika vid samsetningu erfdamengisins. Samsetningin sem gerd
var med de novo samrédun i CLC Genomics Workbench 6.0.5 syndi ad
endurteknar radir séu til stadar i erfdamengi stofnsins, par sem samrédun
samfellanna var oft o6fullkomin. Endurteknu radirnar geta valdid pvi ad
samfellurnar séu i einhverjum tilvikum ranglega saman settar, p.e. ad pekjan sé
ekki négu mikil til ad setja samfellurnar saman i heilstett erfdamengi af
oryggi. Euler leidin, sem CLC Genomics Workbench notar vid gerd de Bruijn

hnitarita, fer fram hja vandamalinu um endurteknar radir eins og mogulegt er,
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en tekst pad ekki ef radirnar er fullkomlega endurteknar (Pevzner ef al. 2001).
Slikar endurteknar radir valda pvi ad samsetning efdamengis er yfirleitt pad
sem kallast NP-Complete vandamal. bPad er ad segja, pegar P (Polynomial
Time) er jafnt og NP (Nondeterministic Polynomial-Time) er audveldlega hegt
ad finna lausn vid hverju vandamali sem hegt er ad finna ahrifarika lausn vio,
en pegar vandamal eru NP-Complete eru pau af erfoustu gerd pannig ad nanast
omogulegt er ad finna audvelda lausn (Fortnow 2009). Af pessum astedum er
einungis hagt ad fara eins langt framhjad vandamalinu um o6fullkomna
samsetningu og heagt er, pangad til audveld og ahrifarik lausn finnst vid
samsetningu erfoamengja med fullkomlega endurteknum ré6dum. Mdogulegt er
ad setja saman samfellurnar handvirkt, par sem hagt er ad skoda skaranir
peirra og samsvorun, en vegna pess ad endurteknar radir eru til stadar og ekki
haegt ad segja til um hversu 6rugg samsetningin veeri, var pad ekki gert nema

upp ad vissu marki vid samsetningu a erfdamengi MEAO010.

1.10 Skyring erfdamengis MEAO10

Skyring & heilu erfdamengi er einungis jafn gott og pau gogn sem til eru fyrir,
p.e. einungis er hegt ad setja fram genaspa um hugsanleg gen Ut fra pvi hvada
gen buid er ad skyra a40ur (Médigue & Moszer 2007). begar gerd er skyring &
uppkasti erfdamengis (draft genome) minnka likurnar enn frekar & pvi ad
annodtering sé areidanleg par sem opnir lesrammar geta skarast. Med pvi geta
genaleitaralgoripmar spad fyrir um gen, sem annars hefou ekki talist liklegir
opnir lesrammar, ef erfdamengid hefoi verid samfellt.

Med pvi ad nota BASys til skyringar var erfdamengi Variovorax
stofnsins MEAO10 borid saman vid gagnabanka med GLIMMER, en BASys
framkvemir annoteringu alfarid sjalfvirkt. Vegna pessa 4 forritid pad til ad
syna falsar jakvaedar nidurstoour & GC rikum erfdamengjum (>60% GC) og
par sem fyrri heilradgreiningar & V. paradoxus stofnum hafa synt GC hlutfall &
milli 66 og 68% (Brandt ef al. 2014, Han et al. 2011, Han et al. 2013), er hagt
ad buast vio skekkju & GC rikum svaedum innan erfdamengisins. BASys hentar
hinsvegar vel til skyringar 4 erfdamengi MEAO10, par sem forritid er
sérstaklega hannad til pess a0 gefa itarlegar upplysingar um hvert gen fyrir sig,
og par sem erfoaetnid er ekki samansett til fullnustu, gefur forritid samt sem

adur urvals nidurstodur fyrir pau gen sem pad greinir. Ventanleg villutioni
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forritsins fyrir samansett erfdamengi er 3,7% fyrir falsar neikveedar
nidurstodur, p.e. ad BASys gefi geni ekki hlutverk pegar pad er til stadar i
gagnabanka. Hins vegar eru 11% likur 4 pvi ad BASys syni falsar jadkvaedar
nidurstodur pannig ad gen fai hlutverk sem 4 ekki vid (Van Domselaar ef al.
2005).

Haegt var ad spad fyrir um gen stakra samfellna og greina pannig fra
uppkasti ad genamengi stofnsins. Pannig var anndteringin einungis gerd meo
pvi ad spa fyrir um gen og hlutverkaflokka pau med COG flokkun i BASys.
Eins og hefur komid fram 4dur eru villur i anndteringu mest megnis vegna
6fullkominna samsetninga og skyringa & peim en Onnur stersta astedan fyrir
villum 1 annéteringu er pegar kédandi genum er gefid mismunandi hlutverk, po6
svo préteinin sem pau kéda fyrir séu samsvarandi (Devos & Valencia 2001).
COG flokkun eftir hlutverkum er algengasta flokkun préteina i annoteringu og
byggir a4 samsvarandi orthologs. Hlutverkaflokkunin getur valdid pvi ad gen
sem eru svipud eda mikid skyld eru ekki flokkud saman og getur pannig valdid
rangri annoteringu til demis pegar protein hafa breida virkni. Slikar villur 1
skyringu gena eru algengar i sjalfvirkum annoteringarforritum og vegna pess
er naudsynlegt ad sérfredingur stadfesti gaedi anndteringarinnar, sérstaklega
pegar hlutverkaskyring er gerd (Médigue & Moszer 2007).

Annotering med BASys gaf 8.523 opna lesramma par sem 5.567 voru
freedilega axtlud gen (hypothetical), en tengil 1 anndteringuna mé finna i
Vidauka I. Samtals var spad fyrir 2.956 kédandi genum sem voru flokkud eftir
hlutverkum i COG hopa (Mynd 5). Hlutverkaflokkunin setti genin i 18 flokka
eftir pvi hvada hlutverki pau gegna i starfsemi frumunnar. Flokkun gena eftir
hlutverkum getur pvi gefid til kynna hver starfsemi bakteria er, sem demi ma
aztla hversu mikil aukaafurdamyndun peirra er, hvort paer séu gromyndandi
eda hversu mikla hafileika paer hafa til orkunytingu. Hins vegar er COG
flokkun erfdamengis ekki marktek pegar um 6samfellt erfdamengi er ad reda,
par sem sum gen geta verid 4 fleiri en einni samfellu, en eru i raun adeins i
einu eintaki i heilu erfdamengi. Petta getur leitt til skekkju i flokkuninni og
ekki hagt ad meta hversu storir flokkarnir raunverulega eru. bad er p6 hegt ad

flokka hvert gen fyrir sig og sja hlutverk peirra ut fra pvi.
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Hlutverkaflokkun gena i MEA010
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Mynd 5. Hlutverkaflokkun gena (COG flokkun) i MEAO10 dar anndteringarforritinu
BASys. Flokkunin var gerd & 2.956 genum og ekki voru tekin med freedilega asetlud
gen. Flokkarnir eru: C-Orkuframleidsla og ummyndun; D-Frumuhringur og
frumuskipting; E-Efnaskipti og flutningur aminésyra; F- Efnaskipti og flutningur
nukledtida; G- Efnaskipti og flutningur kolhydrata: H-Efnaskipti kbensima; I-Efnaskipti
lipida; J-byding; K-Umritun; L-Afritun, endurrédun og vidgerd; M-Myndun frumuhimnu,
frumuveggjar og hjups; N-Hreyfigeta fruma; O-Lagfeeringar eftir pydingu, samanbrot
proteina og varsla; P- Flutningur og efnaskipti dlifreenna jona; Q-Aukaafurdamyndun,
efnaskipti og flutningur; R-Sp&d eingéngu fyrir almennu hlutverki; S-Opekkt hlutverk;
T-Bodferlar. Nanari dtlistun a flokkun gena i COG hopa ma sja i Toflu 6 i Vidauka .

Ekki er fysilegt ad annoteringin na mikid lengra en ad vera einungis genaspa af
pvi uppkast erfdamengisins gerir pad ad verkum ad stadsetning genanna og
uppbygging genamengisins er enn 6lj6s. En par sem BASys anndterar genin
hvert fyrir sig, mé birta nidurstodur annoéteringarinnar med nokkru dryggi, pod

naudsynlegt s¢ ad stadfesta anndteringuna handvirkt.
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1.10.1 Nidurbrot MEAO10 a aromatiskum efnum
Ekki fannst gen fyrir bens6yl-CoA rediktasa sem er undirstada nidurbrots a
ardmatiskum efnum éan surefnis (Heider & Fuchs 1997). Ekki fundust heldur
onnur pekkt genagengi sem koma vid sogu i loftohddum nidurbrotum eins og
tut genagengid sem stendur fyrir loftohadu téluen nidurbroti (Coschigano et al.
1998) né ebd genagengid fyrir loftohadu nidurbrot etylbenseni (Rabus et al.
2002) eda gen sem taka patt i loftohddu nidurbroti 4 2-metylnaftalen (Selesi et
al. 2010). Hins vegar fundust i MEAO10 boxA fyrir bensoyl-CoA oxygenasa
og boxC fyrir bensoyl-CoA-dihydrodiol lyasa sem eru virk i blondudu lofthadu
og loftohddu nidurbroti & bensoati (Valderrama et al. 2012). Einnig fundust
nokkur 6nnur gen sem eru talin taka patt i bensoat nidurbroti eftir ad rofning
hringsins hefur att sér stad: mogulegur echA12, aidB, etfA og eftB (Wischgoll
et al. 2005). betta bendir til pess a0 MEAO10 stofninn noti loftvalhdadan
bensdat nidurbrotsferil pegar sirefni er af skornum skammti, sem svipar til
pess sem Zaar et al. (2001) skyrdu. Hins vegar pegar nagt strefni er til stadar,
fer nidurbrot aromatiskra efna fram lofthdd med mondoxygendsum og
dioxygendsum, enda orkugeefasta ferlid. Skodad var hvada mondoxygenasa og
dioxygenasa MEAO10 hefur ad geyma til pess ad kanna hvernig rofning
aromatiska hringstriktarsins fer fram, og stadfest var tilvist pcaGH genanna

sem nota ortho-rofningu til ad rjufa hringinn (Khomenkov et al. 2008).

1.10.2 Nidurbrot MEAO10 a aromatiskum klorkolefnissambondum

begar bakteriur eru i vidurvist eiturefna eda annarra pravirkra efna, leidir pad
til nattarulegs vals par sem bakteriur med getu til afeitrunar og nidurbrots
peirra hafa betur. Gen sem hafa hlutverk i nidurbroti & arématiskum efnum eru
oftar en ekki hreyfanlegir pattir i erfdaefni bakteria, t.d. 4 plasmidoum eda i
formi stokkla, sem veita bakteriunni hafileikann til pess ad midla getunni fra
einni bakteriu til annarrar, burtséd fra skyldleika peirra. Pess vegna finnast oft
genagengi sem sja um nidurbrot 4 pravirkum efnum i peim bakterium sem lifa
i mengudu umhverfi (Janssen et al. 2005, Suenaga et al. 2009).

Nidurbrot & PCB hefur verid mikid hugdarefni peirra er vinna ad
umhverfismalum og lithreinsun, par sem skadsemi PCB getur verid veruleg
(Pieper 2005) og gott demi um efnasambond sem Stokkholmssattmalinn

stendur fyrir ad draga Gr i nattirunni (Secretariat of the Stockholm Convention
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2008). Genagengid bph tekur patt i nidurbroti 4 bifenylsambdndum og til pess
ad pad starfi purfa bphF og bphG ad vera til stadar (Ohtsubo et al. 2004).
Samkvaemt BASys eru bedi genin til stadar i MEAO10 og spadi BASys einnig
fyrir um bphA, sem bendir til pess ad hugsanlega geti MEAO10 brotid nidur
polyklorbifenyl sambond. begar bphd genid, sem kodar fyrir bifenyl
dioxygenasa og er upphafsensim i nidurbroti polyklorbifenyl-efna, var stadfest
handvirkt syndi blastx samrédun mestu samsvorun gensins vid nagG genid
sem tekur patt i nidurbroti naftaleni og kodar fyrir salisylat-5-hydroxylasa
oxygenasa (Fuenmayor ef al. 1998). Su annétering 4 betur vid, par sem genid
var stadsett 4 milli ndoA og ndoR sem baxdi eru pattakendur i nidurbroti
naftalens og ma pvi gera rad fyrir a0 MEAO10 hafi ad geyma gen sem koda
fyrir naftalen 1,2-dioxygenasa (Mynd 6). Nidurstoour annoéteringarinnar ma sja

i Toflu 5, Vidauka I.

MEA contig 12

Mynd 6. Gen sem taka mdgulega patt i naftalen nidurbroti i MEA0O10. Genin eru
stadsett & samfellunni MEA contig 12, par sem A stendur fyrir ndoA, B stendur fyrir
bphA sem skyrt er sem nagG og C stendur fyrir ndoR. Myndin er teiknud i réttum
hlutféllum vio meelistiku.

[ T MEAO10 fannst einnig chad genid fyrir 3-klorbensoat-3,4-
dioxygenasa sem reyndar syndi bestu samrodun vid mogulegan palat 4,5-
dioxygenasa ur Burkholderia xenovorans stofni med blastx og sja ma i Toflu 5
i vidauka. Nakatsu et al. (1995) syndu fram & ad pessir dioxygenasar eru
naskyldir og hafa jafnan vidfedmt hlutverk i sambandi vid nidurbrot a
pravirkum spilliefnum. Hvort skyldleikinn sé pad mikill ad um sama
dioxygenasa sé¢ ad reda og ad hlutverk hans sé pad fjolbreytt ad hann hafi
fengid misjafna hlutverkagreiningu eftir bakteriutegundum er ekki vist, en

hvada hlutverki hann gegnir i MEAO10 veri ahugavert ad skoda.
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Mynd 7. Nidurbrot & 2,4-D med tfd genagenginu. Mynd fra Kitagawa et al. (2002).
TfdA umbreytir 2,4-D i 2,4-DCP og tfdB breytir 2,4-DCP i 3,5-DCC og undirbyr pannig
hringinn fyrir rofningu med tfdCDEF med intradidl rofningu.

Varnarefnid 2,4-diklérofenoxyasetat, eda 2,4-D, er vel pekkt varnarefni gegn
illgresi. Ymsar bakteriur hafa synt getu til ad brjota pad nidur og med pvi var
fyrst synt fram 4 ad nidurbrot framandefna fari fram med plasmidum sem
bakteriur geta flutt sin 4 milli (Fisher et al. 1978, Pemberton & Fisher 1977),
en nidurbrot 2,4-D fer fram med genagenginu #fd sem er stadsett 4 plasmidi
(Trefault et al. 2004) og mé sja hluta nidurbrotsferilsins &4 Mynd 7.

[ MEAO10 fundust genin #fd4 og tfdB sem kéda fyrir alfa-ketoglitarat-
hadum  2,4-dikloréfenoxyasetat dioxygenasa og 2,4-diklorofendl  6-
moéndoxygenasa. Vid stadfestingu gaf #fd4 mestu samsvorun vid tarin
dioxygenasa ur V. paradoxus, sem sja ma i Toflu 5 1 vidauka, en pekkt er ad
bakteriur geti nytt sér tarin sem uppsprettu brennisteins (Ruff et al. 2003).

MEA contig 19 Mun  liklegra er ad
vidkomandi gen sé i raun
| C | B | kéoandi fyrir tarin

I S T T SR SR ST S M B dioxygenasa, par sem tvo

Okb 5kb  gen eru strax i framhaldi af

geninu, tauB og tauC, sem

Mynd 8. Gen sem taka patt i nidurbroti tarins i
MEAO010. Genin eru stadsett & samfellunni MEA
contig 19, par sem A stendur fyrir tfdA, B stendur i4vini (Mynd 8). Auk pess
fyrir tauB og C stendur fyrir tauC. Myndin er teiknud

i réttum hlutféllum vié meelistiku benda upp]}'/singar i

einnig sjd um nidurbrot &

gagnabanka KEGG til, ad genid #fdA sé¢ gjarnan skyrt sem tarin dioxygenasi
frekar en 2,4-diklorofenoxyasetat dioxygenasi. Stadfesting & #fdB geninu i
MEAO010 syndi p6 mestu likindi vid genid 2,4-diklorofendl 6-mondoxygenasa
i Rhodococcus stofni, sem bendir til pess ad stofninn geti hugsanlega brotid
nidur 2,4-D. Auk Dpess fundust mdgulegur karboxymetylenbutenolidasi og

maleyasetat reduktasi sem eru sagdir vera #fdE og tfdF ur sama genagengi, en
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mogulegur karboxymetylenbutendlidasi hafdi ekki skyringu sem slikur
samkvaemt BASys. Ekki fundust gen sem samsvara #/dC eda tfdD, en eins og
adur hefur komid fram, getur pad stafad af pvi ad pau hafi verid yfirséd vid
skyring erfdamengisins.

b6 ekki hafi fundist heilt genagengi fyrir nidurbroti 4 2,4-D,
polykloérbifenyl-efnum eda 60rum klorkoletnissambondum, er samt sem adur
ekki oliklegt a0 MEAO10 hafi burdi til ad brjota pau nidur, par sem nidurbrot &
aromatiskum efnum i nattirunni fer yfirleitt fram med brotum 0r tveimur eda
fleiri mismunandi ferlum (Suenaga et al. 2009). Suenaga et al. (2009) lystu pvi
einnig yfir ad heilir nidurbrotsferlar innan bakteria veru sjaldgefur fundur og
pess vegna erfitt ad segja til um hefileika peirra til nidurbrots med einungis
erfdamengjarannsoknir ad baki. Auk pess gatu bakteriurnar verid i samstarfi
vid adrar bakteriutegundir i umhverfinu og pess vegna ekki porf & fullkomnum
nidurbrotsferlum.

Skodad var sérstaklega hvort MEAO10 hafi a0 geyma gen sem taka patt
i athalogenun efnasambanda. Vid anndteringu fannst genid hd/ IVa sem kodar
fyrir syruhalida afthalogenasa sem tekur patt i afhalogenun stuttra
klérsambanda (Murdiyatmo et al. 1992), sem bendir 6neitanlega til heaefni
MEAO10 til ad brjota nidur aromatisk klérkolefnisambénd. Ahugavert var ad
sja stadsetningu hans, en hann var stadsettur & samfellunni sem fékk heitid
MEA contig 193, en i nagrenni hans virtist vera genagengi fyrir nidurbrot a

aromatiskum pravirkum efnum.

MEA contig 193

Mynd 9. Mégulegt nidurbrotsgenagengi i MEAO10. Myndin gefur til kynna gen & MEA
contig 193 sem kéda fyrir mégulegu nidurbroti a klérkolefnissambéndum. Gen A og B
koda fyrir alfa og beta kedju hringkljufandi dioxygenasa, gen C er mdgulegur vanilla
oxidoreduktasi og gen D er mbégulegur karboxymetylenbutendlidasi. Ad lokum taknar
E afhalégenasa.

bPad sem vakti athygli vardandi annoteringu 4 genunum & samfellunni MEA
contig 193, var ad 6ll genin sem anndterud voru syndu bestu samrodun vid gen

sem gegna nidurbrotshlutverki, en virtist sem pau varu 6pekkt. A mynd 9 ma

30



sj& mogulegt nidurbrotsgengi MEAOIO par sem A taknar gen kodandi
alfakedju hringkljufandi dioxygenasa og B tdknar betakedju hringkljufandi
oxygenasa. I framhaldi af pvi var skyrt gen sem kédar fyrir vanillat
oxidéreduktasa en samrodun med BLAST gaf mestu samsvorun vid
mogulegan vanillat oxidorediktasa, med 88% samsvorun. Pad gati pvi vel
verid ad genid hafi svipad hlutverk en taki ekki endilega patt i nidurbroti
vanillats. Genid par & eftir var anndterad sem mdgulegur
karboxymetylenebutenolidasi, en samkvaemt gagnabanka KEGG eru pad
hydrolasar sem taka patt i nidurbroti 4 klorkolefnissambdndum. Pessi gen, auk
athaldgenasans, gefa til kynna ad parna s¢ um ad reda genagengi sem sér um
nidurbrot 4 klorkolefnissambondum. Nénari skyringar um stadsetningu og

skyringu genanna ma sja i vidauka (Tafla 5).

1.11 Mogulegur karboxymetylenbutendlidasi og greining hans

Akvedid var ad magna upp og
einangra pannig genid sem kodar
fyrir mogulegum karboxymetyle-

nbutendlidasa.

e
=
D
—
—_—
—
—

—

Karboxymetylenbutendlidasi er

hydrolasi sem lika er visad til

sem maleylasetat enol-laktonasa.

Karboxymetylenbutendlidasi var Mynd  10. Rafdrattur & geli  eftir

fjélféldunarhvarf med CMB primerum. Innihald
brunna fra vinstri: 1 Kb ladder fra NEB;
MEAO010 meod CMB primerum;
viodmidurnarstofn 56 med CMB primerum;

fyrst einangradur Ur Pseudo-

monas tegund sem var latin vaxa

a klorbensoati, par sem ensimid

neikvaedur kontroll med CMB primerum;
MEAO010 med 16S primerum; vidémidunarstofn

fannst breyta 4-karboxy- mes 16S primerum; neikvaedur kontroll med
metylenbut-2-en-4-6lidi ; /1\1615583 primerum og ad lokum 1 Kb ladder fra
maleoyl syru (Schmidt &

Knackmuss 1980). I gagnabanka KEGG fannst karboxymetylenbutenolidasi
vera i nokkrum eintdkum i 6llum V. paradoxus stofnunum premur og pad
virdist vera pad sama upp 4 teningnum hja MEAO010, en mdgulegan
karboxymetylenbutenolidasa var ad finna 4 premur samfellum eftir

annodteringu med BASys og oliklegt er ad peer samfellur skarist.
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Utbtinir voru primerar til ad magna upp svadid og kanna nénar hvort um vzri
ad reda karboxymetylenbutenolidasa. Fjolfoldunarhvarf med CMB primerum
gaf afurd upp 4 u.p.b. 1500 basapor sem sja ma & Mynd 10. Afurdin var send
til radgreiningar par sem radgreindir voru 1071 basar med CMBfwd primer og
peir snyrtir nidur i 779 basa. Radgreining fra CMBrev primer gaf 757 basa 160
sem snyrt var nidur i 567 basa. Eftir ad radirnar voru settar saman var hin
borin saman vid gagnabanka NCBI med blastx samrodun. Par kom i 1jés ad
afurdin syndi 94% samsvorun vid karboxymetylenbutendlidasa ur V.
paradoxus stofni EPS, 92% samsvorun vid V. paradoxus stofn S110 og 91%

samsvorun vid V. paradoxus stofn B4. bekja radarinnar var 85% i 6llum

-146 -148
0 0

tilvikum og E-gildi 4 milli 1x1 og 2x1 . betta pydir ad mégnun gensins
hefur tekist par sem afurdin spannar ad Ollum likindum allt genid.
Viomidunarstofn 56 sem einnig var radgreindur, reyndist vera af ettkvisl

Pseudoalteromonas.

carboxymethylenebutenolidase Variovorax paradoxus S110
putative carboxymethylenebutenolidase Variovorax paradoxus B4
carboxymethylenebutenolidase Variovorax paradoxus EPS

putative carboxymethylenebutenolidase MEAO10

carboxymethylenebutenolidase Achromobacter piechaudii

carboxymethylenebutenclidase Pseudomonas aeruginosa

16S ribosomal RNA methyransferase RsmE Variovorax paradoxus $110

—
05

Mynd 11. Skyldleiki karboxymetylenbutendlidasa rada a milli stofna og tegunda.
Skyldleikagreining var framkveemd i MEGAS (Tamura et al. 2011) og tré utbuid med
adferd nagrannatengsla (Neighbor-joining adferd) (Saitou & Nei 1987) eftir
fildasamrédun med ClustalW . Tréd synir préunarfraedilega fjarleegd sem var reiknud
ut med leidréttingu Poissons (Poisson correction adferd) (Zuckerkandl & Pauling
1965). Fjarlaegdin segir til um fjélda aminésyra sem skipt er ut og er taknud med
meelistiku  (0,5). Sex  aminodsyruradir  fyrir  karboxymetylenbutendlidasa
(carboxymethylenebutenolidase) voru notadar, ur MEAO10, premur V. paradoxus
stofnum &samt ré66um uar A. piechaudi og P. aeruginosa. 16S ribésomal RNA
metyltransferasi tr V. paradoxus var notadur sem uthépur.

Til ad kanna hvort genid tjai fyrir samskonar karboxymetylenbttenélidasa og
hinir Variovorax stofnanir, var aminésyrurddin, sem samanst6d af 255

amindsyrum, borin saman vid proteinradir ur V. paradoxus stofnunum B4, EPS
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og S110 og préteinradir fyrir karboxymetylenbutendlidasa ur Achromobacter
piechaudi og Pseudomonas aeruginosa. R6dunum var fjoldasamradad med
ClustalW og utbtid skyldleikatré med nagrannatengslum i MEGAS (Tamura et
al.  2011). Eins og sést 4 Mynd 11 Dpad er mogulegi
karboxymetylenbutendlidasinn frekar skyldur sambarilegum proteinum i V.
paradoxus stofnunum premur og Olikari peim Ur A. piechaudi og P.
aeruginosa. Til ad skoda ndnar samrodun proteinanna var rodin ir MEAO10
borin saman vi0 hina V. paradoxus stofnanna med fjolfaldri samrooun sem
synir olikar aminosyrur milli radanna (Mynd 12). Samrédunin sem gerd var i
ClustalW var sett upp med BoxShade pannig ad par amindsyrur sem eru
samsvarandi 4 milli radanna eru syndar med punkti, en par amindsyrur sem
eru frabrugdnar eru teknar fram med einkennandi bokstaf aminésyrunnar. bar
ma sja a0 amindsyruradir V. paradoxus stofnanna eru mjog likar eftir um 180
aminosyrur og 4 peim stddum par sem par eru frabrugdnar viomidunarrédinni,
eru per jafnan med sdmu amindsyruskiptingu eins og sja ma til deemis 1 setum
193, 338 og 339, par sem stofnar EPS og B4 hafa sému amindsyruskiptingar
og MEAO10.

Ekki er hagt ad segja til um hvort karboxymetylenbutenolidasinn sé
virkur i MEAO10 at fr4 samrodun & Mynd 12, en pau protein sem hafa
karboxymetylenbutendlidasa virkni i Pseudomonas tegundum hafa gjarnan
virka stadi par sem systein er 123. amindsyran, aspartik syra er su 171. og 202.
amindsyran er histidin (Pathak ef al. 1988, Pathak & Ollis 1990). Samkvamt
vidmidunarrodinni Ur V. paradoxus S110 er systein i seti 122, aspartik syra i
seti 170 og histidin 1 seti 202. Synt hefur verid fram 4 ad stokkbreyting &
systein amindsyrunni i seti 123 yfir i serin, syni verulega minnkada virkni og
bendir til pess ad pad s¢ naudsynlegt fyrir virkni hydrolasans (Pathak & Ollis
1990). Samrodun karboxymetylenbutenolidasanna synir ad MEAO10 hefur
einungis histidin 4 réttum stad, eda i seti 202, en systein og aspartik syran
virdast ekki vera til stadar i proteinrdd stofnsins. Upphaf aminosyruradar
mogulega karboxymetylenbutendlidasans i MEAO10 virdist vera mjog olikt
r60unum ur hinum stofnunum, en fyrstu 180 amindsyrusetin syna mest megnis
utskiptingar eda got i samrodun. betta getur stafad af pvi ad genid sé gervigen
(pseudogene) og sé ekki eins skyldur hinum karboxymetylenbutendlidosunum

og xtla maetti.
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V.paradoxus_S110 1 MSDTIDIPAGDGTQTFRGYLALPASGRGPGIVLCQEIFGINDYVREVADLYAEEGYVVLA
V.paradoxus_B4 1l cecccccccencccasncccccccencccccnccccscscccccscssccccscaccccs

V.paradoxus_EPS 1 ..0¥..cceee =CGRS...cceeeeens Bectssosccsoctssssccsconsscccscccs
MEAO010 l cmmem PTPTCVPRQTP.AA.RR.KHV.LLD. . .LSVRSFHQAS .RLGAVEVRG~ ===~
P.aeruginosa 1 .GQYVS.A.S..SCR.DA........ K...V.IG..... V.ANM.A..E........ A.V

V.paradoxus_S110 61 PDLFWRMEPGVELGYSPEDWQRAFGFFQKFDIEAGVADVTASVKALR-AHPACTGKVGAL

V.paradoxus_B4 6l c.cececcccccccccssccccccccccccas Veeeeoooososcoans mccccscscssee
V.paradoxus_EPS 60 ......... NeDececoocecoocsccccancana Ieceeacecaee mcescccscccna
MEAOQ10 49 mmmmmm e ———————— LCSWMLL.DVAV-RPAFAARLK. .D
P.aeruginosa 61 ...... LQ...D...DEAAFAK.IEL..RI.LD.A.D.IA.CIEH. .QREEVVHAGI.FV

V.paradoxus_S110 120 GFCLGGKLAYLAARHSGVDAAVGYYGVGIEGALDLVPKIDCPIALHFAELDQFCPPEARA

V.paradoxus_B4 120 cccceccccccscccccccsccccescccacncccas Qeceereeereteccccncanans
V.paradoxus_EPS 119 .Y.cueoeeanoccancccnnccoansces Acceccaee Bececcesccncsscaancee
MEAO10 73 .PGRPEPR.GAV.R.GPLE.V. = o o o o o e o e e e AD...
P.aeruginosa 121 ... Meceeene. TRTD.SCS..... M...AL..EAKQ.KGRLV..... Q.AY..Q0..D
V.paradoxus_S110 180 QVLAAFAGKPAAHMYVYPGVDHAFARTGGEHFDKPSTLMAHQRSMALFKEAIGPVYDLSA
V.paradoxus_B4 180 ...EV....S5..0¢ccccecccccancns Decevecennnnns i P
V.paradoxus_EPS 179 ...De..... GeQueeeeBiveeeoannes Duecocsesssscnsacs P cccscesnnanss
MEAQ10 100 ...D...... GeQiceveeeeceeecncceccssccncsacccsannes Qececennnne
P.aeruginosa 181 AI.PCLRNL.KTEL.L....cc00nn V..M..... AY....E..I.AL.RE...NF....

V.paradoxus_S110 240 LWDKHCEYEFATRDVVATMATMVSEPYVNHIPTMTGGVGARELSRFYKHHFIPTTPPDTR

V.paradoxus_B4 240 ..ccccccccenccccnncccnns Noicecooosoooasoscaccsosacsnccsacscccacscs
V.paradoxus_EPS 239 ..ccccccccccccannee Gecececcecnanccnnncee Kecesaooonoooeaanaee
MEAQ10 160 cccceccccccsccecccccncscacccscasccscsncne )
P.aeruginosa 241 ...E.VRH..D....A....... Bessces Ve.Leoowo Qescecaae R....HGN...MT

V.paradoxus_S110 300 LTPISRTVGATQIVDEMLFSFTHTVEIDWLLPGIAPTGRAVEIPLVAIVKFRGDKLYHEH

V.paradoxus_B4 K L KPececccocccssccccncce
V.paradoxus_EPS 299 ...ccccccccnccccccccasccces VeMeeooanno KP.coBAicooeccocoaancne
MEAO010 220 .T.cccccccccccancce Ceceocen VeMeeooeono KP..... Teeeeaooccconcnse
P.aeruginosa 301 ....ccc0ne L.V...FVMR...SC........ VP....F....MLGV.S....R.....

V.paradoxus_S110 360 IYWDQASVLVQIGLLDPKGLPVAGAETARKLVDETQPSNTLMPRWKKSAALTIADPALPL

V.paradoxus_B4 360 ....cc0nnnn Veeeeeteeneeeeenosaccsscscccsnnnnns E..TGevvvenenns
V.paradoxus_EPS 359 ccccccvccnccncas Acceeenn VeeSeeaonnn ) P S..NG........ L.
MEA010 2] | P QeeeeVVieeeaannne LA.XXXDAALGGVQRAHHRR .GARAA
P.aeruginosa 361 ...... CGevinancenne Qeceaneoe Vv.S....L..SL...R..A..AA.EG.GL-=mmm—=
Mynd 12. Fjéldasamrédun sem synir mismun aminosyra i

karboxymetylenbutendlidasa rédum & milli stofna. Samrédun & préteinr6dum V.
paradoxus stofnanna B4, EPS og S110 var gerd vid r66 MEAO010, asamt réd P.
aeruginosa sem utr68. Samrédun var gerd med ClustalW og mynd utbdin med
Boxshade. Punktar syna samsvarandi amindsyruradir vid vidmidunarrédina V.
paradoxus S110, strik syna g6t i samrédun og bokstafir gefa til kynna hvada
amindsyrur eru frabrugdnar vidmidunarréad.

Hins vegar er liklegt a0 samsetning radgreiningargagna fra CMBfwd primer og
CMBrev primer hafi misheppnast og einhverskonar lesrammahogg att sér stad
vid pydingu pess 1 aminosyrur. Pad er vegna pess ad ef rodum Ur radgreiningu
er samradad i sitthvoru lagi vid gagnabanka GenBank, syna par badar alitlega
samrédun vid mogulegan karboxymetylenbutenolidasa. Pad er hins vegar ekki
loku fyrir pad skotid ad genid sé gervigen og kodi ekki fyrir virku ensimi. bad
eru pod allar likur 4 pvi ad MEAOIO hafi ad geyma
karboxymetylenbutendlidasa par sem hann tekur patt i ymsum arématiskum
nidurbrotsferlum sem standa til demis ad klordbensen nidurbroti dsamt
nidurbroti & fluorbensodat og télien sem daemi (Kanehisa & Goto 2000), en

pess ma geta ad nylega var fundid hydrolasa koédandi gen med
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karboxymetylenbutenodlidasa virkni sem brytur nidur linaron illgresiseydi
(Bers et al. 2011).

b6 ekki hafi enn verid gerdar neinar lifefnafraedilegar tilraunir 4 stofni
MEAO010 ma gera fastlega rad fyrir pvi ad stofninn geti nytt sér aromatisk
klorkolefnissambond eda Onnur pravirk aromatisk efni, ut fra genaspam og
skyldleika stofnsins vid pekktar nidurbrotsbakteriur. Til ad skoda nanar hvort
MEAO010 geti brotid nidur einhver dkvedin pravirk efni er naudsynlegt ad

stadfesta pad med lifefnafraedilegum profunum.

1.12 Hlutverk MEAO10

Stofninn MEAO10 er liklega af tegund V. paradoxus par sem morg peirra gena
sem annoterud voru gefa areidanlega samrédun vid gen ur 6drum V. paradoxus
stofnum. Hins vegar er ekki buid ad heilradgreina stofn af V. boronicumulans
svo ekki er haegt ad segja fyrir vist hvort MEAO10 sé stofn af V. paradoxus
tegund edur ei, par sem 16S rRNA skyldleikagreining syndi jafn mikla
samsvorun vid badar tegundirnar (Margrét Eva Asgeirsdottir 2013).

Vio skyringu erfdamengisins komu i ljos ymis gen sem taka patt i
nidurbroti 4 ardmatiskum efnum, sem gjarnan er leitad ad pegar skimad er fyrir
nidurbroti & pravirkum lifrenum spilliefnum. Bakteriur hinsvegar brjota nidur
fjolda arématiskra efna sem ekki eru spilliefni. Moguleiki er 4 pvi ad MEA010
stofninn  hafi ekki eins mikla nidurbrotshefileika & arématiskum
klérsambondum eins og margir adrir V. paradoxus stofnar, vegna umhverfisins
sem hann var einangradur Ur. Eins og nefnt var 4dur eru genagengi sem sja um
nidurbrot pravirkra efna oftar en ekki hreyfanlegir pettir innan erfoaefnisins
og flyst pannig 4 milli bakteria sem lifa jafhan i mengudu umhverfi. MEA010
var einangadur Ur Peltigera membranecea fléttu sem tekin var i Pingmula i
Skriddal og ekki er haegt ad segja til um hvort einhver mengun sé 4 svaedinu af
voldum klorkolefnissambanda, en pa er ekki gefio a0 MEAO10 hafi mikla
burdi til nidurbrots & peim. Pad getur pvi vel verid ad MEAO10 hafi 6dru
hlutverki ad gegna i umhverfi sinu en ad brjota nidur pravirk lifren efni. Sem
demi er nidurbrot aromatiskra efna talid vera mikilvaegur pattur i nymyndun
og nidurbroti &4 fjoldaskynjunarbodum (quorum sensing signals) (Diaz et al.
2013), en fjoldaskynjunarbod eru mikilveg 1 myndun bidfilmu.

Samlifisbakteriur flétta eru gjarnan bidfilmumyndandi bakteriur og verja
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fléttuna med pvi og pvi hugsanlegt ad pad sé megin hlutverk stofnsins
(Cardinale et al. 2008). [ sambandi vid vaxtarérvandi eiginleika Variovorax
ma einnig hugsa sér ad hlutverk MEAO10 sé ad auka voxt fléttunnar, en
rannsOknir 4 seytingu plontuhormona hafa vakid mikinn dhuga visindamanna
sidustu misseri og virdist V. paradoxus vera dugmikil rétarbakteria (Belimov
et al. 2009, Bertrand et al. 2001, Han et al. 2011). Gen sem kédar fyrir
ind6lasetamid hydrdlasa fannst i1 stofninum sem stydur pa tilgatu ad
hugsanlega hafi MEA010 vaxtardrvandi hlutverki ad gegna fyrir fléttuna, par
sem framleidsla og seyting indolasetamids er talin hafa ahrif 4 hvada bakteriur
taka patt i samlifi fléttnanna og pannig samsetningu bakteriuflorunnar (Grube
et al. 2009). Einnig er hugsanlegt ad midad vid nidurstodur annoteringarinnar a
tfd4 geninu sem leiddi til skyringar & fau genagenginu, geti MEAO10 gegnt pvi
hlutverki a0 veita fléttunni brennisteinsuppsprettu med nidurbroti

brennisteinsefna (Schmalenberger et al. 2008).

1.13 Lifteeknileg not MEAO10

Variovorax stofninn MEAO10 getur verid til margra hluta gagnlegur par sem
nidurbrotsferla hans vari vel hegt ad nyta i liftekni. Nidurbrotshafileikar
Variovorax geta gegnt mikilvaegu hlutverki i lifhreinsun & mengudum jarovegi
par sem fyrri rannsOknir hafa synt fram & nidurbrot ymissa pravirkra lifreenna
efna. Margir stofnar Variovorax hafa synt getu til nidurbrots & pravirkum
varnarefnum, efnum frd idnadi og 6drum od@skilegum 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 synt framleidslu &
bindiefnum sem hafa reynst efnileg fyrir hreinsun & mengudum jardvegi vegna
litilla eiturahrifa og lifbrjotanleika peirra (Franzetti et al. 2012). bar sem gen
fyrir karboxymetylenbutenolidasa var einangrad ur MEAOIOQ er tilvalid ad
kléna genid og yfirtja pad i hysilfrumu til ad skoda nanar virkni hydrélasans,
en mogulegt er ad hann hafi dhugaverdan eiginleika til nidurbrots 4 pravirkum
spilliefnum.

Hvad vardar nymyndunarferla bakteriunnar er myndun og seyting
plontuhormona afar dhugaverdur eiginleiki og hagt ad finna ymis not fyrir
slika ferla t.d. i landbunadarliftekni, par sem veari hugsanlega hagt ad nyta

MEAO010 sem vaxtardrvandi bakteriu i tilbinum moldarblondum. Einnig meetti
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skoda nymyndunarferla MEAO10 frekar pvi hugsanlega geta nymyndunarferlar
i Variovorax verid ékjésanlegri en ur 60rum bakterium sem notadar eru nu
pegar i liftekni. P4 ma hugsa sér mogulega framleidslutekni med V.
paradoxus sem hysilfrumu par sem hlin, vegna vidra nidurbrotshefileika, getur
vaxi0 4 6dyru og jafnvel daskilegu @ti sem fellur til vid annan idnad. Til
demis hefur polyhydroxybutyrat (PHB) gefid géda raun sem lifbrjotanlegt og
umhverfisvaent plastefni sem einnig er framleitt af lifverum (Anderson &
Dawes 1990, Reddy et al. 2003). PHB er framleitt af bakterium sem fordi
pegar nitur eda fosfor er af skornum skammti og er pvi ekki 6algengur ferill
hja bakterium (Verlinden et al. 2007). Genapyrpingin phbCAB sem stendur
fyrir nymyndun PHB getur verid breytileg i lifverum en hefur alla jatna
geymnar radir genanna phbA, phbB og phbC (Reddy et al. 2003). { MEA010
fundust tvo peirra, phbA og phbC, og ma buast vid pvi ad samsvarandi 160
phbB sé einnig til stadar. P6 PHB s¢ framleitt i fjoldamorgum bakterium, hefur
Variovorax pann kost ad lifa & fjolbreytilegum efnum og veri pvi hugsanlegt
ad nyta urgangsefni eda onnur o6askileg efni sem orkugjafa fyrir bakteriuna 4
medan 4 framleidslu PHB stendur. Ef svo reynist vera, ad Variovorax sé til
pess fallin ad nyta urgangsefni eda spilliefni af enhverju tagi til vaxtar og
vidhalds i rektum & idnadarskala, veeri kjorid ad nyta MEAO10 til framleidslu
a ymsum efnum.

Hvort sem tti ad nyta MEAO10 stofninn til lithreinsunar, i
landbunadarliftekni eda til framleidslu & dhugaverdum efnum, er undirstada
nytingu hennar f6lgin i pvi ad grannskoda erfdaefni stofnsins og pekkja vel til
lifefnaferla hans. Vegna pessa hefur heilradgreining stofnsins, samsetning og

skyring erfdamengisins gridarlegt gildi fyrir lifteknileg not bakteriunnar.

1.14 Samantekt

Engin kedja er sterkari en veikasti hlekkurinn. bPao & sérstaklega vid pegar um
er ad reda likindi, hvort sem notud eru hulin Markovs likon eda ugla sat &
kvisti. Pad fer pvi allt eftir peirri kedju sem akvedid er ad nota hversu oruggt er
ad utkoman sé s besta sem vol er 4. Samsetning og skyring erfdaefnis er par
ekki undanskilin, enda ad jafnadi bara ,besta agiskun“ um hvernig erfdaetnid

er uppsett, hvar gen eru stadsett, hverju pau tja fyrir og hvernig pau virka. Pess
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vegna er erfitt ad segja til um hversu nakvamar nidurstédur eru i rannsoknum
med pessu snidi, einfaldlega vegna edli peirra: allt byggist a likindum. {
radgreiningu ma buast vid dkvedinni villutidni og villur i samsetningu
erfdamengis eru algengar sem oft er erfitt ad komast hja. Sér i lagi ef
erfdamengid inniheldur endurtekningar. Skyring erfdamengis byggist ad
storum hluta 4 a0 finna bestu samsvorun (similarity) vid pekktar radir, gen og
genaklasa sem fyrir eru i gagnabonkum. b6 svo eitthvad syni mestu likindin
parf pad ekki ad pyda ad pad sé rétt, en hugsanlega og vonandi réttast i pvi
tilviki. Heilstaett erfdamengi hefur gjarnan villur i skyringu pess, jafnvel pod
pad hafi verid yfirfarid og skyrt aftur. Uppkast af erfdamengi (working draft)
p.e. r6d erfdamengis sem er ekki bid ad setja saman i heilt erfdamengi, er
gjarnan gloppo6tt og innihalda oft ranglega samsett (misassembled) svedi sem
veldur pvi ad villutidnin er heerri (Stein 2001). Skyring & sliku uppkasti verour
fyrir vikid ondkvaemari par sem skyring er gerd &4 6fullkomnum rédum, en
,»fullkomin® skyring & erfdamengi, heilu eda uppkasti, er gulrét sem erfitt er ad
na.

Samsetning erfdamengis  Variovorax stofnsins MEAO10 var
framkvemd med CLC Genomics Workbench 6.0.5 eftir radgreiningu i
MiSeq® System fra Illumina. Samsetningin skiladi 305 samfellum med
heildarbasafjolda upp 4 8.319.015 og Nso = 21.897 basapor. Samsetningin er
pvi enn 6fullkomin, en markar upphafio af kortlagningu erfdamengisins og
vonandi 4framhaldandi rannsoknum. Einnig ma kynna nidurstoour
annodteringarinnar sem uppkast af genamengi stofnsins par sem 8.523 opnir
lesrammar fundust og 2.956 peirra voru fyrir kodandi genum. Skyring
erfdamengisins var gerd 4 hverri samfellu fyrir sig med sjalfvirka
annoteringarforritinu BASys par sem spad var fyrir um gen og su skyring
stadfest handvirkt med gagna- og pekkingarbonkunum GenBank, UniProt og
KEGG. Nokkur pessara gena voru tekin fyrir og pau skodud nanar med tilliti
til hlutverka peirra par sem einkum var beint sjonum ad genum sem taka patt i
nidurbroti 4 pravirkum lifrenum efnum. Ymis &hugaverd gen fundust i
stofninum en nidurstddur pessa verkefnis leggja til a0 MEAO10 stofninn hafi
ad geyma gen sem standa fyrir nidurbroti 4 naftaleni og 6pekkt nidurbrotsgengi
sem sér liklegast um nidurbrot & haldogenudum arématiskum efnum. Gen ur

pessu genagengi, kdédandi fyrir mogulegum karboxymetylenbutendlidasa, var
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einangrad og radgreint par sem nidurstodur syna ad mogulega s¢ um ad raeda
gen sem koodar fyrir karboxymetylenbutendlidasa, en ad porf s¢ & frekari
rannsoknum. Variovorax stofninn MEAO10 er 6neitanlega ahugaverdur fulltrii

pessarar heefileikariku attkvislar sem vert er ad rannsaka néanar.
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Lokaord

[ upphafi pessa verkefnis voru settar fram prjar rannsoknarspurningar:

* Er haegt ad setja saman erfdamengi MEAO10 stofnsins 0t fra peim gégnum
sem fyrir liggja?

* Eru til stadar gen i genamengi MEAO10 sem taka patt i nidurbroti a
pravirkum lifreenum efnum?

*  Mai xtla ad MEAO10 sé hentugur lithreinsistofn?

Radgreint var erfdamengi Variovorax stofnsins MEAO10 med MiSeq
radgreiningarteekni fra I[llumina. Samsetning erfdamengisins var gerd med
CLC Genomics Workbench 6.0.5 par sem erfdaefnid var sett saman i 305
samlagar radir med heildarbasafjolda 8.319.015 og Nso= 21.897 basapdr. Svar
fyrstu rannsOknarspurningarinnar verdur pvi ad svara neitandi par sem
erfdamengi stofnsins er enn i 305 r60um sem erfitt er ad setja saman vegna
endurtekinna rada innan erfdamengisins.

Skyring  erfdamengisins  var  framkvemd med  BASys
annoteringarforriti og pannig spad fyrir um hvada gen eru til stadar i MEA010
sem taka patt i nidurbroti pravirkra lifreenna spilliefha. Anndteringin gaf til
kynna ad MEAO10 hefur burdi til ad brjota nidur ymis pravirk lifreen spilliefni
a bord vid naftalen, par sem stofninn hefur ad geyma gen sem pekkt eru fyrir
a0 taka patt 1 nidurbroti & slikum efnum. Einnig er lagt til ad stofninn hafi ad
geyma genagengi fyrir nidurbrot 4 aromatiskum klérkolefnissambondum. Gen
ur MEAOIO sem kodar fyrir mogulegum karboxymetylenbitendlidasa var
magnad upp i heild sinni med PCR og @tti ad vera hagt ad klona og vinna
frekar med. Hydrolasar sem pessi taka patt i ymsum gerdum af nidurbroti &
lifrenum klorkolefnissambondum. Porf er & frekari rannsoknum & geninu og
afurd pess til ad sja i hvada lifefnaferli pad tekur patt i. Annarri
rannsOknarspurningunni er pvi svarad jatandi, pad eru til stadar gen sem benda
til nidurbrotsheefileika & pravirkum lifrenum efnum.

Pridju og sidustu rannsdknarspurningunni er erfitt ad svara ut fra peim
gognum sem fyrir liggja, en hugsanlega veri hagt ad nyta stofninn til
lithreinsunar 4 varnarefnum i nattarunni. Hins vegar mé aetla ad hlutverk

MEAO010 stofnsins sé ekki af peim toga i sinu nattirulega umhverfi og pvi ekki
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hentugur til lithreinsunar 1 mikid mengudu umhverfi, par sem tjaning genanna
sem eru til stadar geeti verid litil. Pad genagengi sem rannsoknin leggur til ad
taki patt 1 nidurbroti & klorkolefnissambondum veeri dhugavert ad skoda med
pessa spurningu ad leidarljosi, dsamt pvi ad skoda nanar getu stofnsins til
nidurbrots 4 naftaleni. Verkefnid hefur pannig lagt grunn ad frekari

rannsoknum 4 pessi svidi.
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Vidauki Il

Tafla med nidurstodum hlutverkaflokkunar (COG flokkun) ur BASys

Tafla 6. Hlutverkaflokkun gena med BASys. Taflan synir COG flokka og fjélda gena
sem flokkadir voru i hvern hop.

COG flokkun
Takn  Heiti og hlutverk flokks Fjoldi gena

C Orkuframleidsla og ummyndun 201
D Frumuhringur og frumuskipting 18
E Efnaskipti og flutningur aminésyra 332
F Efnaskipti og flutningur nukleétida 53
G Efnaskipti og flutningur kolhydrata 191
H Efnaskipti kéensima 103
I Efnaskipti lipida 190
J pyding 125
K Umritun 308
L Afritun, endurrédun og vidgerd 118
M Myndun frumuhimnu, frumuveggijar og hjups 174
N Hreyfigeta fruma 63
0 Lagfaeringar eftir pydingu, samanbrot préteina og varsla 97
P Flutningur og efnaskipti dlifraenna jéna 187
Q Aukaafurdamyndun, efnaskipti og flutningur 73
R Spad eingongu fyrir almennu hlutverki 294
S Opekkt hlutverk 258
T Bodferlar 171
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Vidauki Il

Nidurstodur Ur radgreiningu & karboxymetylenbutenolidasa

Kirnarod mogulegs karboxymetylenbutendlidasa fra CMBfwd primer
AGCGGCAGCGCCGGGTCGGCGATGGTGAGCCCGTTGGACTCCGCCC
AGCGCGGCATCannnGngnTCGACGCCAGCGTCTCATCGACCAGCTTG
CGCGCGGTCTCCACGCCGACCACGGGCAGGCCCTGCGGGTCGAGCA
GGCCAATCTGCACCAGCACGCTGGCCTGGTCCCAGTAAATGTGCTC
GTGGTAGAGCTTGTCGCCACGGAACTTGACGATGGCGATCAACGGA
ATTTCCACCGGCTTGCCCGTGGGCGCGATGCCCGGCAGCATCCAGT
CGACCTCCACCGTGTGGGTGAAGCAGAACAGCATTTCGTCGACGAT
CTGCGTGGCGCCCACCGTGCGCGAGATGGGTATGAGCCGCGTGTCC
GGCGGCGTGGTCGGAATGAAGTGGTGCTTGTAGAAGCGCGACAGC
TCCTTCGCGCCCACGCCACCCGTCATCGTGGGGATGTGGTTGACGT
AGGGCTCGCTCACCATGGTGGCCATGGTGGCGACCACGTCGCGTGT
GGCGAACTCGTATTCGCAGTGCTTGTCCCACAGCGCCGAGAGGTCG
TACACGGGGCCGATCGCTTGCTTGAACAGCGCCATGGAACGCTGGT
GCGCCATGAGGGTGGAAGGCTTGTCGAAATGTTCGCCGCCGGTGCG
TGCGAAGGCATGATCCACGCCGGGGTACACGTACATCTGCGCACCG
GGCTTGCCGGCAAAGCATCGAGCACCTGCGCGCGTGCCTCGaGGCG
GGCAGAACTGGTCCgAGTTCCGGCAAAGTGCAgCCGCAATG
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Kirnarod mogulegs karboxymetylenbutendlidasa fra CMBrev primer
ATTTTAGGCTAGCTTTCCGCCCAGTCAGAATCCCATCGCTCCGACCT
TGCCGtGTIGCAGGCCGGGTGCGCGCGCAGCGCCTTCACGCTGGCCG
TGACGTCCGCAATGCCGGCCTCCAGGTCGAACTTCTGTgAAGAAGC
CGAAGGCGCGCTGCCACTCCTCGGGCGAATAGCCCAGGTCGACGTT
GGGCTCCATGCGCCAGAACAGGTCGGGGGCGAGCACCACGTAGCC
CTCTTCGGCGTAGAGGTCGGCCACCTCGCGCACGTAGTCGTTGATG
CCGAAGATTTCCTGGCACAGCACGATGCCGGGGCCGTGCCCCGAGG
CCGGCAGGGCCAGGTAGCCGCGGAAAGTCTGCGCGCCGTTTGCGGC
CGGAATGTCGATGTAGCTGCTCATCGTAGGTTCTCGTCTCTGGAGTG
GATTGAATGAGGTGGCGGGGTTCGGCCGCAATTCTGCGAACCACCT
TGCTCGCCTGTCTGTCCGTTTCGTGCAGTTCATTCGGCTGCACGAAA
CGGATAGCGGCGCGCCGCCGCGGCCCACAGACTGCGCCCTGCGTHC
ACCCCCACCCGT

Aminosyrurod mogulegs karboxymetylenbutendlidasa ur MEA010.
PTPTCVPRQTPGAAARR*AKHVGLLDVLCLSVRSFHQAS*RRLGAVE*
VR*GLCSWMLLVDVAVRPAFAARLKGADGPGRPEPRAGAVARHGPL
EAVVADARAQVLDAFAGKPGAQMYVYPGVDHAFARTGGEHFDKPST
LMAHQRSMALFKQAIGPVYDLSALWDKHCEYEFATRDVVATMATMV
SEPYVNHIPTMTGGVGAKELSRFYKHHFIPTTPPDTRLIPISRTVGATQI
VDEMLFCFTHTVEVDWMLPGIAPTGKPVEIPLIAIVKFRGDKLYHEHIY
WDQASVLVQIGLLDPQGLPVVGVETARKLVDETLASXXXDAALGGV
QRAHHRRPGAAA
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