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og að hún hefur hvorki að hluta né í heild verið lögð fram áður til hærri prófgráðu. 

 

_____________________________ 

Aldís Björk Sigurðardóttir 
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Ágrip 

Skilningur á þeim lífeðlisfræðilegum ferlum er stjórna lífsferlum plantna hefur mönnum lengi 

verið hugleikinn ekki síst m.t.t. nytjaplantna þar sem þær eru undirstaða allrar 

landbúnaðarframleiðslu. Ýmsar rannsóknir á undanförnum árum hafa leitast við að skýra 

aðlögun byggyrkja að norðurslóðum og þarf vart að undirstrika mikilvægi þeirra þar sem þær 

skjóta stoðum undir kynbætur með aðstoð erfðamarka. 

Bygg er nokkuð harðgerð nytjaplanta sem sýnt hefur mikla aðlögunarhæfni. Hún þolir meiri 

þurrka, seltu, kaldara loftslag og gerir minni kröfur til jarðvegs heldur en aðrar korntegundir, 

auk þess sem hún þarf styttri tíma til að ná þroska. Allt eru þetta eiginleikar sem gera 

tegundina svo mikilvæga á tímum fólksfjölgunar og hnattrænnar hlýnunar. Með nýlegri 

rannsókn kom í ljós að gen í byggi, HvCEN, á þátt í aðlögunarhæfni þess og var það markmið 

þessarar rannsóknar að raðgreina þetta gen í íslenskum og erlendum byggyrkjum sem áður 

höfðu verið svipgerðargreind m.t.t. flýtis. DNA var einangrað, mögnun og rafdráttur 

framkvæmdur, auk DNA útdráttar en vegna tímahraks misfórst að senda sýni í raðgreiningu.  
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1. Inngangur 

Fyrir um 10-13 þúsund árum urðu mikil tímamót í mannkynssögunni, er maðurinn tók að 

breyta aðferðum sínum við fæðuöflun þ.e. þegar hann fór frá því að ferðast um og 

veiða/safna, yfir í að setjast að og taka dýr og plöntur í sína þjónustu (Diamond, 2002). Til 

þess að geta breiðst út frá kjörsvæðum sínum, þurftu plöntur að búa yfir eiginleikum til að lifa 

af og geta aðlagast nýjum búsvæðum, s.s. að breyta lífstíma sínum (einær/tvíær) og aðlagast 

breyttum lífsskilyrðum s.s. daglengd og veðurfari (Blümel, Dally og Jung, 2015). 

Bygg (Hordeum vulgare L.) var ein af fyrstu nytjaplöntunum sem teknar voru í þjónustu 

mannsins (Purugganan og Fuller, 2009). Þetta er mikilvæg nytjaplanta af grasaætt sem rekur 

rætur sínar til villibyggs (H. vulgare ssp. spontaneum) en vísindamenn eru ekki sammála um 

uppruna þess né þróun þess yfir í nytjaplöntu (Allaby, 2015). Rannsóknir síðari ára benda til 

þess að villibygg eigi uppruna sinn frá mismunandi landsvæðum (Allaby, 2015; Poets, Fang, 

Clegg og Morrell, 2015) en ekki að það hafi þróast út frá einum sameiginlegum grunni eins og 

áður var talið(setja hér heimild fyrir gömlu hugmyndunum. Slík þróun hafi getið af sér 

mismunandi afbrigði sem dafnað gátu við mismunandi ræktunarskilyrði sem einnig gæti skýrt 

aðlögunarhæfni byggs í dag. Blöndun milli afbrigða hafi styrkt komandi kynslóðir enda hafa 

genarannsóknir sýnt fram á skyldleika ræktunarbyggs við afbrigði sem upprunnin eru frá 

mismunandi landsvæðum (Poets o.fl., 2015). 

Bygg er þolnara en aðrar korntegundir gagnvart þurrkum, seltu, lakari jarðveg og kaldara 

loftslagi og krefst jafnframt styttri tíma til að ná þroska (Esparza Martínez og Foster, 1998). 

Bygg er ræktað bæði sem skepnufóður og til manneldis og er notkun þess er margvísleg s.s. 

mjöl í brauð, grjón í grauta og til möltunar á áfengum drykkjum (Barley, 2016) að ógleymdri 

framleiðslu á sérvirkum próteinum (ORF, e.d.). Eins og Lobell og Gourdji (2012) benda á 

varðandi aðlögunarhæfni og þróunar á byggi, er hægt að leiða líkum að því að tegundin sé 

með mikilvægari nytjajurtum samtímans og framtíðarinnar þegar hoft er til hnattrænna 

breytinga og fæðuöryggis. 

1.1 Breytilegur heimur 

Samkvæmt tölum FAO (e.d.) er bygg ein mest ræktaða korntegund heims á eftir maís, 

hrísgrjónum og hveiti og nam t.a.m. bygguppskera ársins 2014 um 144 milljón tonna á 

heimsvísu. Það er ræktað í yfir 100 löndum og er samanlagt ræktunarland þess um 50 milljón 
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hektara (FAO, e.d.) sem er á við heildarflatarmál Spáns eða fimmfalt flatarmál Íslands (The 

World Bank,  e.d.). 

Íbúar jarðar eru taldir vera um 7,3 milljarðar og er það spá Sameinuðu þjóðanna að árið 2050 

verði fjöldinn kominn upp í 9,7 milljarða (United Nations, Department of Economic and 

Social Affairs, Population Division, 2015). Þetta leiðir til mikillar aukningar í 

matvælaeftirspurn sem byggir á spá um 1,8 falda aukningu í innkomu heimila og auknum 

kaupmætti miðað við nú, auknum lífslíkum og fólksfjölda og þá sér í lagi í vanþróaðri löndum 

þar sem neysla pr. einstakling hefur hingað til verið lág, aukinni almennri neyslu matvæla og 

meiri sóun (United Nations, Agricultural Development Economics Division, 2012). Reyndar 

gerir skýrsla Sameinuðu þjóðanna einnig ráð fyrir um 35,77% aukningu í uppskeru á byggi frá 

árinu 2007 til 2050 en á hlutfallslega minna landrými sem aðeins eykst um 14,29% og bendir 

þá til væntinga um aukna framþróun í ræktun og bættra ræktunarskilyrða enda uppskera pr. 

hektara um það bil 20,8% meiri (United Nations, Agricultural Development Economics 

Division, 2012) Í skýrslu vísindanefndar um loftslagsbreytingar sem unnin var eftir fjórðu 

úttekt milliríkjanefndar Sameinuðu þjóðanna (IPCC), kemur fram að meðalhitastig á jörðinni 

muni að líkindum hækka 0,2°C á þessari öld eða um 1,5 °C til 4,5°C, eftir legu landa og þá 

mest á norðurhjara veraldar. Með hlýnun muni úrkoma aukast í ákveðnum heimshlutum og á 

sama tíma þurrkasvæði í öðrum heimshlutum stækka sem hafa munu neikvæð áhrif víða um 

heim m.t.t. ræktunar (Halldór Björnsson o.fl., 2008; Bindi og Olesen, 2011). Talið er að áhrif 

loftlagsbreytinganna muni að öllum líkindum auka ræktunarmöguleika og uppskeru í 

norðanverðri evrópu (Bindi og Olesen, 2011) og því má leiða að því líkum að aðstæður verði 

íslenskum landbúnaði hagstæð. 

1.2 Fyrri rannsóknir 

Blómgun er fræplöntum nauðsynleg svo þær geti skilað frá sér einstaklingum næstu kynslóðar 

og til þess þurfa þær að gangast undir umbreytingu í vaxtarfasa, þ.e. að hverfa frá geldvexti og 

hefja kynvöxt (Raven, Evert og Eich, 2013, bls. 502 og 457-475). Það sem kemur 

umbreytingunni af stað eru margvísleg boð, bæði frá umhverfi og plöntulíkamanum sjálfum 

sem miðlað er eftir ákveðnum boðleiðum (Raven o.fl., 2013, bls. 674). 

Tímamót voru mörkuð hvað varðar skilning á stjórnun blómgunar með rannsókn Koornneef, 

Hanhart og van der Veen (1991) sem athuguðu áhrif daglengdar (e. photoperiod) og vetrunar 

(e. vernalization) á vorskriðnablóm (Arabidopsis thaliana) og greindu í því 

blómgunarboðleiðir (e. floral pathways) og umritunarþætti (e. transcription factors) er hafa 
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áhrif á gen sem stjórna blómgunartíma. Frekari grundvöllur að skilning á þessum ferlum var 

lagður er erfðamengi A. thaliana var raðgreint, fyrst plantna árið 2000 (The Arabidopsis 

Genome Initiative, 2000). 

Þær boðleiðir er hvetja til blómgunar eru margvíslegar. Þær flytja bæði upplýsingar frá 

plöntunni sjálfri og einnig boð frá umhverfi eins og t.d. upplýsingar um ljóslotur og 

umhverfishita. Séu boðin þess eðlis að jákvætt sé fyrir plöntuna að blómstra, virkjast ýmis 

blómgunar-samþættingagen (e. floral integrator genes) sem síðan tjá fyrir umbreytingunni frá 

geldvexti yfir í kynvöxt. Á móti þessu spila aðrar boðleiðir sem stýra blómgun og tjáningu á 

blómgunar-bælandi genum og geta þannig haldið aftur af blómgun þrátt fyrir tjáningu 

ofangreindra samþættingagena (Lee, Hong Yoo, Park, Lee og Ahn, 2006). Dæmi um slíkt gen 

er TFL1 (Terminal Flower1) í Arabidopsis en hlutverk þess er að stjórna blómskipun (e. 

inflorescence architecture) og halda aftur af blómgun. Stökkbreytingar í þessu geni hafa þó 

þau áhrif að blómgun er hraðað og fjölda blóma fækkar í blómskipuninni (Shannon og 

Meeks-Wagner, 1991).  

Í Ljónsmunna (Antirrhinum) er genið CEN sem er skylt (e. ortholog) áðurnefndu TFL1 og 

tjáir fyrir próteininu Centroradialis (Bradley o.fl., 1996). Comadran o.fl. (2012) rannsökuðu 

samsvarandi gen í byggi en í erfðamengi þess er HvCEN genið að finna (n.t.t. á litning 2 í 

genasæti EPS2). Þetta gen er fjölvirkt og hefur áhrif á blómgunartíma, uppskerumagn og 

þúsundkornaþyngd. Með raðgreiningu á vetrar- og sumaryrkjum komu í ljós tvær mismunandi 

setraðir (e. haplotypes), sem höfðu breytileika í einu kirni (e. single nucleotide polymorphism) 

á sitthvorum stað innan gensins og fólst breytileikinn í því að tákni (e. codon) amínósýrunnar 

Prólín 135 (Pro135) breyttist í tákna fyrir Alanín (Ala135). Setröðin sem skráði fyrir Pro135 

samsvaraði til vetraryrkja og Ala153 til sumaryrkja. Rannsóknin leiddi í ljós að 

aðlögunarhæfni byggs mætti að einhverju leyti rekja til þessa breytileika (Comadran o.fl., 

2012).  
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2. Markmið 

Með þessu verkefni er leitast við að svara þeirri spurningu hvort erfðafjölbreytni í HvCEN 

geninu tengist á einhvern hátt aðlögun byggyrkja að íslenskum aðstæðum. 

Centroradialis genið (HvCEN) verður magnað upp með PCR og raðgreint í íslenskum og 

erlendum byggyrkjum sem greind hafa verið í svipgerðarprófunum með tilliti til flýtis. Leitað 

verður samspils milli ákveðinna samsæta af HvCEN og flýtis í byggprófunum við íslenskar 

aðstæður og niðurstöður bornar saman við áður raðgreindan efnivið sem finna má í DNA 

gagnabönkum. 
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3. Efni og aðferðir 

Allar tilraunir voru fóru fram í rannsóknaraðstöðu Landbúnaðarháskóla Íslands að 

Keldhaholti, á bilinu 16. nóvember 2015 til 23. apríl 2016. 

3.1 Efniviður rannsóknar 

Fyrir þessa rannsókn höfðu verið valin tíu byggyrki (H. vulgare subsp. vulgare) sem áður 

höfðu verið greind með svipgerðarprófunum með tilliti til flýtis við íslenskar aðstæður (sjá 

töflu 1). 

Tafla 1. Byggyrki 

Nr. Nafn yrkis Flokkun Raðir Vöxtur Uppruni 

1 Maskin Hordeum vulgare 6r Sumar Noregur 

2 Opal Hordeum vulgare 2r Sumar Danmörk 

3 Binder Hordeum vulgare 2r Sumar Danmörk 

4 Emir Hordeum vulgare 2r Sumar Holland 

5 Triumph Hordeum vulgare 2r Sumar Þýskaland 

6 Tunga Hordeum vulgare 6r Sumar Noregur 

7 Lise Hordeum vulgare 6r Sumar Noregur 

8 Asplund Hordeum vulgare 6r Sumar Svíþjóð 

9 Wolmari Hordeum vulgare 6r Sumar Finland 

10 Brage Hordeum vulgare 2r Sumar Svíþjóð 

Raðir: 6r gefur til kynna að sex raðir séu á axi og á sama máta segir 2r til um að raðirnar séu tvær. 

Sértækir fram- og afturvísar (e. forward and reverse primers, hér eftir kallaðir F- og R-vísar) 

höfðu verið hannaðir fyrir yrkið Morex (GenBank númer JX648191.1) sem valið hafði verið 

til viðmiðunar. 

Vísarnir voru allir 21 basar að lengd og hannaðir til að bindast á ákveðna staði á DNA 

sniðmátinu (e. DNA template). Tafla 2 sýnir heiti vísa, basaröðun (e. sequence), bindiset 

þeirra á HvCEN geninu (e. binding site) og bindihita (e. melting temperature, Tm). Myndræna 

framsetningu á bindisetum og marksvæðum (e. target sequence) vísanna, það er þeim bútum 

er þeim er ætlað að skila, eru sýnd á mynd 1. 
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Tafla 2. Vísar 

Nr. Heiti vísis Basaaröðun 5‘ 3‘ 
Bindiset á 

HvCEN 

Tm. 

(°C) 

1 HvCEN_F1 AACTTTTCAGTTCAAGCTAGG 408-428 54,0 

2 HvCEN_F2 ATCCATACCTGAGGGAGCACC 770-790 61,8 

3 HvCEN_F3 TCCTTTTCATGCATGACTTGC 1139-1159 55,9 

4 HvCEN_R1 TAAACTAGCTTGGGTTAGTGG 802-822 55,9 

5 HvCEN_R2 AAATTAAGGATGGGGCCAATC 1173-1193 55,9 

6 HvCEN_R3 AAGAGAAGAAGGGTATGGCTG 1450-1470 57,9 

Basaröðun segir til um röðun basa innan hvers vísi, frá 5‘ enda til 3‘. Bindiset segir til um þá staði sem vísarnir 

bindast á geninu. Bindihiti (Tm) vísar til þess hitastigs er viðkomandi vísir byrjar að bindast við DNA 

sniðmátið. 

 

Mynd 1. Bindiset vísa - Morex sem viðmiðunaryrki (GenBank: JX648191.1) 

 
Vísapörin HvCEN_F1 og HvCEN_R1 (hér eftir kallað FR1) voru með bindisetin 408-428 (F1) og 802-822 (R1) og 

var þannig ætlað að skila 414 basa bútum í kjarnsýrumögnuninni (marksvæði litlaust milli F1 og R1). HvCEN_F2 

og HvCEN_R2 (hér eftir kallað FR2) voru með bindiset 770-790 (F2) og 1173-1193 (R2) sem skila átti bútum sem 

innihéldu 423 bösum (marksvæði litlaust milli F2 og R2). HvCEN_F3 og HvCEN_R3 (hér eftir kallað FR3) voru 

með bindisetin 1139-1159 (F3) og 1450-1470 (R3) og átti því að skila bútum upp á 331 basa (marksvæði litlaust 

milli F3 og R3). 

3.2 Aðferðir 

3.2.1 Öflun plöntuvefja 

Fræjum yrkjanna Asplund, Brage, Triumph og Wolmari var sáð (fjögur fræ frá hverju yrki) í 

fjórar frumuræktarskálar (e. petri dish) sem í var blautur pappír, þeim svo lokað og settar 

undir 300 W peru. Þess var gætt reglulega að nægur raki væri til staðar og vatni úðað yfir ef 

þess var þörf. Þegar kímblöð fóru að sjást, voru lokin fjarlægð til að hamla ekki vexti og þess 

í stað var glær kúptur plasthjálmur settur yfir til að viðhalda rakanum. Stefnt var á að ná 100 

mg blautþyngd sýna og voru plönturnar látnar vaxa við framangreind skilyrði í eina viku. Að 

viku liðinni var hver planta skorin af við fræhýði og hún sett í merkta 50 ml túpu (Sarstedt, 

Aktlengesellschaft & Co.) sem innihélt 20 ml af Silica gel orange (Sigma-Aldrich Co. LLC.) 

og lokinu skrúfað fast á. Sýnin voru að því loknu látin þorna í kæli við 4 °C í 9 sólarhringa. 
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3.2.2 Jöfnun plöntuvefja (e. homogenization) 

Þurrir plöntuvefir settir hver í sína 2 ml túpu (Sarstedt, Aktlengesellschaft & Co.) ásamt fimm 

0,7 mm stálkúlum (Retsch). Fimm túpur voru settar í sinn hvorn sýlinder Mixer Mill MM 200  

mölunartækisins (Retsch) og það stillt á tíðnina 30x/sek. í tvær mínútur. Ferlið endurtekið 

fyrir næstu sex plöntusýni, en þess gætt að bæta fjórum túpum við í tækið með sömu þyngd til 

að fylla upp í sýlinderana og vega þannig á móti í tækinu. 

3.2.3 Einangrun á erfðaefni (e. DNA isolation) 

NuceloSpin® Plant II efnasett frá Macherey-Nagel GmbH & Co. (Lot: 1407/005) var notað 

við einangrunina auk ethanóls (96-100%). Notast var við PIPETMAN Classic™ pípettur í 

stærðum P20, P100 og P1000 og við þær notaðir Sterilized DIAMOND® Tips TIPACK™ 

oddar í stærðum DF200ST og D1000ST (Gilson, Inc.). Túpur voru í stærðunum; 1,5 ml og 2 

ml (Sarstedt, Aktlengesellschaft & Co.). Lausnir voru hristar í EJ-610 iðublandara (A&D 

Engineering) og skildar niður í Universal 320 skilvindu (Hettich holding GmbH & Co.). Við 

einangrun á erfðaefni var stuðst við aðferðarlýsingu NuceloSpin® Plant II (Macherey-Nagel 

GmbH & Co. KG, Düren, Germany, 2014). 

Frumurof (e. cell lysis) var framkvæmt með eftirfarandi máta: Plöntuduft hvers yrkis var sett 

1,5 ml túpur, 400 µl af PL1 jafnalausn bætt út í og hrist vel saman. Við þetta var bætt 10 µl af 

RNase A (sem leyst hafði verið upp í 100 µl af H2O) og hristingurinn endurtekinn en að 

honum loknum var túpunum komið fyrir í Bio TDB-100 Dry Block hitara (Biosan Inc.) í 10 

mínútur við 65 °C. 

Næsta skref var að sía lausnirnar og voru NucleoSpin® Filter síur (fjólubláar) settar í 2 ml 

söfnunartúpur og sýnum hlaðið með pípettu ofan á síurnar. Þetta var svo sett í skilvindu við 

11.000 snún./mín. 2 mínútur og að því loknu voru síurnar teknar úr og þeim fleygt en afurðum 

söfnunartúpanna haldið eftir. 

Til að undirbúa DNA fyrir bindingu var 450 µl af Buffer PC hlaðið í hverja túpu og því 

blandað við með því að draga upp í pípettuna og sleppa í fimm skipti. 

DNA var látið bindast við NucleoSpin® Plant II Column spunasúlur (grænar) og voru þær 

settar í nýjar 2 µl söfnunartúpur. 700 µl af hverju sýni var hlaðið með pípettu í viðkomandi 

spunasúlu og þetta sett í skilvindu við 11.000 snún./mín. í 1 mínútu. Affalli var fleygt en 

spunasúlu og söfnunartúpu haldið eftir. 
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Að bindingu lokinni var himnan þvegin og þurrkuð í þremur skrefum. Í fyrstu skrefi var 400 

µl af Buffer PW1 hlaðið á spunasúluna og skilið niður sem fyrr. Affalli fleygt. Í öðru skrefi 

var 700 µl af Buffer PW2 (Lot: PAF0049151) hlaðið á spunasúluna og skilið niður sem fyrr. 

Affalli fleygt. Í þriðja skrefi var 200 µl af Buffer PW2 hlaðið á spunasúluna og skilið niður, nú 

í 2 mínútur við sama snúning. Affalli og söfnunartúpu fleygt en spunasúlu haldið eftir. 

Lokaskrefið var útskolun (e. elute) DNA úr himnu. Spunasúlur voru settar í nýjar 1,5 ml túpur 

og 50 µl af forhituðu (65 °C) Buffer PE var hlaðið með pípettu ofan á himnu hverrar 

spunasúlu og þetta látið standa í hitara við 65 °C í 5 mínútur. Sýnin voru svo sett í skilvindu 

við 11.000 snún./mín. í 1 mínútu og lokaskrefið endurtekið. 

3.2.4 Kjarnsýrumögnun (e. polymerase chain reaction, PCR) 

Efni, áhöld og tækjabúnaður sem notast var við kjarnsýrumögnun voru eftirfarandi: 

Thermopol® Reaction Buffer (hér eftir nefnd TE jafnalausn), Taq DNA Polymerase (hér eftir 

nefndur Taq fjölliðari), Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix (hér eftir nefnt dNTP) frá New 

England BioLabs Inc. Frá Thermo Fisher Scientific Inc. var notast við SYBR® Safe DNA Gel 

Stain (hér eftir kallað SYBRSafe) og Ambion™ MgCl2 (1M). Notast var við PIPETMAN 

Classic™ pípettur í stærðum P2, P10, P20, P100 og P1000 og við þær notaðir Sterilized 

DIAMOND® Tips TIPACK™ oddar í stærðum DF10ST, DFL10ST, DF30ST, DF200ST og 

DF1000ST (Gilson, Inc.). Túpur voru í stærðunum 0,2 ml (4tiTude Ltd.), 0,5 ml og 1,5 ml 

(Sarstedt, Aktlengesellschaft & Co.). Lausnir voru hristar í iðublandara, ýmist í Multi-Vortex 

V-32 (Biosan Inc.) eða EJ-610 (A&D Engineering) og skildar niður í Universal 320 skilvindu 

(Hettich holding GmbH & Co.). Kjarnsýrumögnun var framkvæmd í Veriti 96-Well lotuhitara 

(Applied Biosystems). 

Vísar voru leystir upp í TE jafnalausn að styrkleika 100 µM eftir forskrift frá framleiðanda. 

Því næst voru útbúnar vinnulausnir fyrir hvern vísi. Hver vinnulausn var útbúin í 1,5 ml 

míkrótúpu sem innihélt 20 µl af vísi á móti 180 µl af TE jafnalausn sem í skamma stund var 

hrist saman í iðublandara og því næst sett í skilvindu við 11.000 snún./mín. í 30 sekúndur. 

Stofnlausnir voru útbúnar í mis miklu magni fyrir hvert yrki allt eftir því hverju var verið að 

stefna að þá stundina. Fyrir hvert mögnunarsýni voru 23 µl teknir af stofnlausn sem 

samanstóð af eftirfarandi: 2,5 µl TE jafnalausn, 1 µl dNTP, 0,5 µl Taq fjölliðara, 18,5 µl 

eimað vatn (ddH2OHPLC) og 0,5 µl af DNA (sjá töflu 3).  Þessu var svo komið fyrir í 
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iðublandara í nokkrar sekúndur og síðan skilið niður í skilvindu við 11.000 snún./mín. í 30 

sekúndur. 

Tafla 3. Stofnlausn 
 

 Magn 

TE Jafnalausn (10 X) 2,5 µl 

dNTP 1,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 

DNA 0,5 µl 

Samtals 23,0 µl 

Tafla 3 sýnir magn efna í stofnlausn sem þarf í 

hverja mögnunarblöndu 

Af stofnlausn voru teknir 23 µl og þeim hlaðið í 0,2 µl túpu, ásamt 1 µl af F-vísi og 1 µl af R-

vísi. Magnesíumklóríði (MgCl2, 25 µM) var títrað í mismiklu magni í hvert sýni: 0,0 µl; 0,5 

µl; 1,0 µl og 1,5 µl (sjá töflu 4) til að athuga hvort það myndi greiða fyrir mögnun 

fjölliðarans. Að þessu loknu var iðublöndun endurtekin. 

Tafla 4. Mögnunarblöndur 

 Magn 

Stofnlausn 23,0 µl 2,5 µl 2,5 µl 2,5 µl 

F-vísir 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 1,0 µl 

MgCl2 0,0 µl 0,5 µl 1,0 µl 1,5 µl 

Samtals 25,0 µl 25,5 µl 26,0 µl 26,5 µl 

Tafla 4 sýnir magn efna í einfaldri mögnunarblöndu með og án títrunar 

MgCl2. 

Sýnum var komið fyrir í lotuhitara þar sem eftirfarandi ferli fór fram: 

Stig 1: Upphafleg eðlissvipting (e. denaturation). DNA helixinn opnaður með 95 °C í 5 

mínútur. 

Stig 2: Mögnun (e. amplification). Lotur þessa stigs eru 40 talsins og í hverri þeirra fer fram 

eftirfarandi ferlar: eðlissvipting við 95 °C í 40 sek., binding  (e. annealing) í 40 sek. og 

lenging (e. extension, elongation) við 68 °C í 1 mínútu. 
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Stig 3. Endanleg lenging við 68 °C í 7 mínútur 

Hitastig bindingar í mögnunarlotum var breytilegt eftir tilraunum og eru þau tilgreind í töflu 

5. Myndræna framsetningu á mögnun við 56 °C (kerfi ss ppd 56 í lotuhitara) má sjá á mynd 2. 

Tafla 5. Bindihiti (°C) í mögnunarlotum 

Kerfi 50 52 53 54 56 58 60 

ss ppd 52  x      

ss ppd 53   x     

ss ppd 54    x    

ss ppd 56     x   

ss ppd grad x x  x x x x 

Tafla 5 sýnir hitastillingar bindinga í lotuhitara eftir gefnu kerfisheiti. 

Mynd 2. Mögnunarlotur við 56 °C (ss ppd 56) 

 

Stig 1. Upphafleg eðlissvipting í 5 mínútur við 95 °C. 

Stig 2. Mögnunarlotur; eðlissvipting við 95°C í 40 sekúndur, binding vísa við 56°C í 40 sekúndur og 

lenging við 68°C í 1 mínútu; endurtekið 40 sinnum. 

Stig 3. Endanleg lenging við 68°C í 7 mínútur og hiti svo lækkaður niður í 10°C. 

3.2.5 Rafdráttur (e. electrophoresis) 

Eftirfarandi efni voru notuð við gerð agarósagels og við rafdrátt: Agarose frá Sigma-Aldrich 

Co. LLC (hér eftir kallaður agarósi), SYBR® Safe DNA Gel Stain frá Thermo Fisher Scientific 

Inc. og TAE jafnalausn (1%, pH: 8,5). Frá New England BioLabs Inc. var notast við Gel 

Loading Dye, Blue (6X) (hér eftir kallaður hleðslulitur), 1 kb DNA Ladder (hér eftir kallaður 1 

kb stigull), 100 bp DNA Ladder (hér eftir kallaður 100 bp stigull). 

95,0° 

5:00 

95,0° 

0:40 
56,0° 

0:40 

68,0° 

1:00 

68,0° 

7:00 

10,0° 

∞ 
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(x1) 
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(x1) 
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Vigtun agarósa var framkvæmd með EJ-610 vigt (A&D Company, Limited) og hitun gelsins 

fór fram í VIP20 AVM600 örbylgjuofni (Whirlpool). Við rafdrátt var notast við Thermo EC 

Midicell® Primo™ EC-330 Horizontal Gel System og EC135-90 spennugjafa (e. power 

supply) (Thermo electron corporation). Myndataka fór fram í tölvutengdum myndaskáp 

ImageQuant 300 með innbyggðu Alpha Innotech AIT26D útblámaljósaborði með ljósþéttnina 

302 nm. Hugbúnaður sem notaður var við myndgreiningu frá skápnum var ImageQuant™, 

útg. 1.0.0 (GE Healthcare). 

Veginn var agarósi (sjá töflu 6) og hann settur í 200 ml glerflösku ásamt 100 ml af TAE 

jafnalausn, efnunum hrært saman og tappi skrúfaður laust á. Flöskunni var komið fyrir í 

1000W örbylgjuofni og þess gætt að taka flöskuna út með reglulegu millibili og skaka 

lauslega upp í henni þar til blandan hafði bráðnað að fullu. Tappinn var skrúfaður fastur á 

flöskuna og henni rúllað rólega undir köldu rennandi vatni til kælingar en tappinn reglulega 

afskrúfaður til að hleypa út hita. Þetta var gert þar til blandan hafði kólnað niður í um 60 °C 

en þá var 5 µl af SYBRSafe blandað saman við. Gelblöndunni var hellt í rafdráttarmót (20 x 10 

cm) með 22 brunnkömbum (1mm að þykkt) og hún látin stífna í 15 mínútur. Að því loknu var 

mótið tekið í sundur og gelið sett í lárétt rafdráttartæki sem fyllt var með TAE jafnalausn, svo 

flaut yfir. 

Tafla 6. Agarósagel að mismunandi styrkleika 

 1% gel 1,3% gel 

Agarósi (1%) 1,0 g 1,3 g 

TAE jafnalausn (1%) 100 ml 100 ml 

SYBRSafe 5,0 µl 5,0 µl 

1% gel útbúið fyrir 1 kb stigul en 1,3% fyrir 100 bp stigul. 

6 µl af hleðslulit var blandað saman við hvert mögnunarsýni og því hlaðið í sinn brunn. Í 

hvern viðmiðunarbrunn var hlaðið 2 µl af stigli (sjá töflu 7). 
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Tafla 7. Stiglar 

 100 bp stigull 1 kb stigull 

Hleðslulitur 1 µl 0 µl 

100 bp DNA stigull 1 µl 0 µl 

1 kb DNA stigull 0 µl 2 µl 

Samtals: 2 µl 2 µl 

Taflan sýnir magn efna í hverjum viðmiðunarbrunni, allt eftir því hvorn stigulinn var verið að nota. 

Spennugjafi var stilltur ýmist á 40 eða 50 mínútur, eftir því hvorn stigulinn var verið að vinna 

með hverju sinni (sjá töflu 8). 

Tafla 8. Stillingar á spennugjafa 

Tími Hleðsla (mA) Spenna (V) 

40 mínútur 500 100 

50 mínútur 500 100 

1 kb stigull var keyrður í 40 mínútur en 100 bp í 50 mínútur. 

Að rafdrætti loknum var geli komið fyrir í myndaskáp og mynd tekin. Stillingar 

myndaskápsins voru eftirfarandi: Filter nr. 2 (fyrir ethidium bromide), ljósop (e. aperture) var 

stillt á 4, aðdráttur (e. zoom) var ýmist 15% eða 20% og fókus var stilltur á 99. Lýsing (e. 

exposure) var stillt á -0 1/8 EV (e. exposure value, ev). 

3.2.6 Útdráttur erfðaefnis úr agarósageli (e. DNA extraction) 

Útdráttur var framkvæmdur með NuceloSpin® Gel and PCR Clean-up efnasetti frá 

Macherey-Nagel GmbH & Co., auk ethanóls (96-100%). Notast var við PIPETMAN 

Classic™ pípettur í stærðum P2, P10, P20, P100 og P1000 og við þær notaðir Sterilized 

DIAMOND® Tips TIPACK™ oddar í stærðum DF10ST, DFL10ST, DF30ST og DF1000ST 

(Gilson, Inc.). Túpur voru í stærðunum 0,5 ml, 1,5 ml og 2 ml (Sarstedt, Aktlengesellschaft & 

Co.). Framkvæmd útdráttarins fór fram samkvæmt aðferðarlýsingum NuceloSpin® Gel and 

PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Germany, 2014). Útskurður sýna 

úr gelplötu fór fram á Alpha Innotech útblámaljósaborði, AIT26D (GE Healthcare) og vigtun 

var framkvæmd með EJ-610 vigt (A&D Company, Limited). Lausnir voru hristar með 

Vortex-Genie 2 iðublandara (Scientific Industries, Inc.), skildar niður í Universal 320 
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skilvindu (Hettich holding GmbH & Co.) og hitun sýna var framkvæmd með Bio TDB-100 

Dry Block hitara (Biosan Inc.). 

Útskurður úr gelplötu var framkvæmdur á útblámaljósaborði með ljósþéttnina 302 nm og þess 

gætt að hafa þann tíma í lágmarki til að skemma ekki erfðaefnið. Viðeigandi bútar voru 

skornir út með skurðstofuhníf og þeir færðir með töng, hver í sína 0,5 ml túpu sem vigtuð 

hafði verið fyrir notkun. 

Fyrsta skref útdráttarins var að leysa agarósagelið upp. Túpurnar voru vigtaðar að nýju, nú 

með gelbútunum í, og vógu þau 100 mg, 110 mg og 160 mg (vigt túpu frádregin). Tekin var 

þyngsta talan, hún margfölduð með 2 og þannig fékkst út það magn Buffer NTI sem þurfti í 

hvert sýni eða 320 µl sem hlaðið var með pípettu í hverja túpu. Sýnin voru sett í hitara við 50 

°C í 10 mínútur og þess gætt að hrista sýnin á 2-3 mínútna fresti í iðublandara þar til gelið var 

að fullu uppleyst. 

Annað skrefið var binding DNA við himnu spunasúlunnar: Í 2 ml safntúpu var NucleoSpin® 

Gel and PCR Clean-up Column spunasúlu komið fyrir og sýni hlaðið þar ofan á. Þessu var 

svo komið fyrir í skilvindu við 11.000 snún./mín. í 30 sekúndur, affalli fleygt úr safntúpu en 

spunasúlu svo komið aftur fyrir í safntúpu. 

Þriðja skref útdráttarins fólst í því að þvo burtu agarósann. 700 µl af Buffer NT3 var hlaðið 

með pípettu í spunasúluna og þessu svo komið fyrir í skilvindu við 11.000 snún./mín. í 30 

sekúndur. Sem fyrr var affalli fleygt úr safntúpu og  spunasúlu komið aftur fyrir. Þessi 

þvottaferill var svo endurtekinn. 

Fjórða skrefið var þurrkun himnunnar. Safntúpa og spunasúla voru að ný sett í skilvindu, nú í 

1 mínútu á sama snúning sem fyrr. Affalli var fleygt og spunasúlu komið fyrir í safntúpu sem 

sett var í hitara við 70°C í 2 mínútur. 

Lokaskref útdráttarins fólst í því að leysa DNA af himnu spunasúlunnar: Ný 1,5 ml túpa var 

tekin í notkun og spunasúla sett þar ofan í. 20 µl af Buffer NE var hlaðið ofan í spunasúlu, hún 

látin standa við stofuhita í 1 mínútu og að lokum sett í skilvindu við 11.000 snún./mín. í 1 

mínútu. Afurðir útdráttarins voru settar í frysti við -4,5°C til geymslu. 
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4. Niðurstöður 

4.1 Niðurstöður kjarnsýrumögnunar 

Vísapörin þrjú voru reynd á yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise. Mismunandi 

magni MgCl2 var títrað (0,0-1,5 µl) og mishár bindihiti prófaður (50-61°C). MgCl2 gaf skýrari 

bönd og þá sérstaklega í magninu 1,0 og 1,5 µl en almennt reyndust böndin óskýr. Hér fyrir 

neðan verður fjallað um hvert vísapar og þær svaranir við þeim er komu best út. Allar tilraunir 

má finna í dagbókarfærslum í viðauka. 

4.1.1 Vísaparið FR1 

Svörun ofangreindra yrkja við FR1 var vart mælanleg nema hjá yrkinu Emir (sjá mynd 3) en 

þar voru skýrustu böndin við 60°C og 1,0-1,5 µl MgCl2. 

Mynd 3. Vísaparið FR1 og yrkið Emir 

 
Myndin sýnir yrkið Emir með vísaparinu FR1 við misjafna títrun MgCl2 og hitastig frá 50-60°C. Skýrustu böndin voru við 

60°C (brunnar merktir N;1 og N; 1,5 en bókstafur merkir hita og tölugildi fyrir aftan bókstaf merkir magn MgCl2). 

Vísaparinu var ætlað að skila 414 bp bútum og eru böndin sýnileg rétt ofan við 400 bp band stiguls. 

4.1.2 Vísaparið FR2 

Emir sýndi skýrasta band við 53°C og 1,5 µl af MgCl2 (sjá mynd 4), það skorið út og geymt í 

frysti við -4,5°C. 
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Mynd 4. Vísaparið FR2 og yrkið Emir 

 
Myndin sýnir rafdráttarmynd af yrkinu Emir með vísapörunum FR1 og FR2 við 53°C og misjafna títrun MgCl2 (tölustafir 

fyrir ofan hverja línu merkir magn MgCl2 í sýni. X merkir tómt hólf). FR1 mistókst (stigli blandað óvart saman við) en FR2 

sýndi svörun við títrun á bilinu 0,5-1,5 og var vísaparinu ætlað að skila 423 bp bútum og sást skýrasta svörunin milli 400 og 

500 bp bönd stigulsins. 

Maskin, Opal, Tunga og Lise sýndu heldur daufari bönd en ekki var hægt að mynda vegna 

sambandsleysis í myndaskáp. Bönd voru skorin úr gelinu og þau geymd í frysti við -4,5°C. 

Eftir útdrátt úr geli voru afurðirnar rafdregnar en engin bönd urðu sýnileg. 

4.1.3 Vísaparið FR3 

Emir sýndi skýrustu böndin við 56°C og títrun MgCl2 á bilinu 0,5-1,5 µl. DNA útdráttur var 

framkvæmdur á þessum böndum og afurðir rafdregnar (sjá mynd 5). 

Mynd 5. Vísaparið FR3 með yrkinu Emir 

 
Mynd 5 er samsett. Sú fremri (11. jan. 2016) sýnir yrkið Emir með vísaparinu FR3 við 56°C og misjafna títrun MgCl2 

(tölustafir fyrir ofan hverja línu merkir magn MgCl2 í sýni). Vísaparinu var ætlað að skila 331 bp bútum og sjást skýrustu 

böndin fyrir neðan 500 bp band stiguls. Sú aftari (12. jan. 2016) sýnir útdráttarafurðir sömu sýna. 

Maskin, Opal, Tunga og Lise sýndu skýrustu böndin við 1,5 µl MgCl2 og hitann 56°C, 58°C 

og 60°C (sjá mynd 6). Bönd voru skorin út fyrir yrkin Opal, Tunga og Lise við 56°C og 58°C, 

auk 60°C hjá Opal og Tunga. Rafdráttur á þessum afurðum skilaði engri niðurstöðu. 
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Mynd 6. Vísaparið FR3 með yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise 

 
Mynd 6 er samsett. Sú efri sýnir yrkin Maskin og Opal með vísaparinu FR3 við 50-60°C (bókstafir fyrir ofan hverja línu 

merkir hitastig) og 1,5 µl af MgCl2. Sú neðri sýnir yrkin Tunga og Lise við sömu aðstæður. Vísaparinu var ætlað að skila 331 

bp bútum og sjást skýrustu böndin fyrir neðan 500 bp band stiguls. 

4.2 Niðurstöður DNA einangrunar 

DNA var einangrað úr fjórum yrkjum, Asplund, Brage, Triumph og Wolmari. Á mynd 7 sjást 

rafdregnar afurðir einangrunarinnar. 

Mynd 7. Rafdráttur á afurðum DNA einangrunar 

 
Myndin sýnir afurðir DNA einangrunar á yrkjunum Asplund, Brage, Triumph og Wolmari. 
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5. Umræður 

Erfðaefni úr yrkjunum Maskin, Opal, Binder, Emir, Tunga og Lise hafði áður verið einangrað 

fyrir annað verkefni við háskólann og var það nýtt í þessu verkefni, fyrir utan yrkið Binder 

sem fannst ekki. Fræ voru fengin 6. apríl 2016 fyrir Asplund, Brage, Triumph og þann 7. apríl 

fyrir Wolmari, þeim sáð og erfðaefni þeirra einangrað. Við öflun og jöfnun plöntuvefja voru 

þau frávik að plöntuvefur var látinn þorna í silica geli í ísskáp í nokkra daga í stað samdægurs 

í fljótandi köfnunarefni og eftir nánari athugun er líklegt að það hafi haft neikvæð áhrif á 

einangrunarafurðirnar. 

Megin áhersla var lögð á að vinna með þau vísapör (aðallega FR3) er reyndust best á yrkinu 

Emir en erfðaefni þess var aðgengilegt frá fyrsta degi og var prófað töluvert áður en erfðaefni 

hinna yrkjanna varð aðgengilegt. Svörun vísanna var almennt í slakara lagi og bönd voru alla 

jafna dauf. Prófað var að auka magn DNA í stofnlausnum, úr 0,5 µl í 1,0 µl og minnka magn 

Taq fjölliðara úr 0,5 µl niður í 0,2 µl (sjá dagbókarfærslur í viðauka) en það skilaði ekki jafn 

góðum böndum og stofnlausnin sem getið er í kaflanum um kjarnsýrumögnun (sjá töflu 3).  

Tímarammi verkefnis var miðaður við að allt gengi upp í fyrstu tilraun; að öll efni (vísar 

o.þh.) virkuðu saman en vegna bilana í ýmsum tækjabúnaði, var ekki hægt að líta fram hjá því 

að hann ætti mögulega þátt í slakri svörun og því urðu endurtekningarnar svo margar í stað 

þess að snúa sér mögulega að hönnun nýrra vísa. Einnig var prófað að nota DNA sem hafði 

verið þynnt tífallt með TE jafnalausn en sú tilraun skilaði mjög daufum böndum en samt 

greinanlegum og er sá möguleiki fyrir hendi að of lítið af þynningarlausninni hafi verið notað 

(sjá dagbókarfærslur 23. apríl 2016) og væri því vel þess vert að endurtaka þessa tilraun áður 

en ráðist verður í að hanna nýja vísa.  
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9. Viðauki 

9.1 Dagbókarfærslur 

16. nóvember 2015 

Yrkið Emir prófað. Vísar voru paraðir saman í þrjár 0,2 ml túpur (FR1, FR2 og FR3); 1 µl af 

F-vísi á móti sama magni af R-vísi os.frv. 23 µl af stofnlausn (sjá töflu 9) sett í hverja þeirra 

(samtals 69 µl af stofnlausn í 3 glösum). 

Tafla 9. Hvarfefni FR1, FR2 og FR3 kjarnsýrumögnunar þann 16. nóv. 2015 

 
x 1 x 4 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 10,0 µl 

dNTP 1,0 µl 4,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 2,0 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 74,0 µl 

DNA 0,5 µl 2,0 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 92,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 4,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 4,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 100,0 µl 

Sýni sett í lotuhitara sem stilltur var á 56 °C (sjá mynd 2). Að mögnun lokinni var sýnum 

komið fyrir í kæli við 4 °C yfir nótt og þau rafdregin næsta dag. 

17. nóvember 2015 

Mögnunarafurðir frá deginum áður rafdregnar á 1% agarósageli í 40 mínútur við 100 V og 

500 mA. Engin bönd voru sýnileg eftir rafdráttinn (sjá mynd 8). 
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Mynd 8. Rafdráttur FR1, FR2 og FR3 mögnunarafurða þann 16. nóvember 2016 

 
Myndin sýnir rafdregnar mögnunarafurðir vísaparanna FR1, FR2 og FR3 á yrkinu Emir. Engin bönd sýnileg. 

8. janúar 2016 

Yrkið Emir prófað að nýju með FR1, FR2 og FR3. Hvert vísapar fékk úthlutað fjórum 0,2 ml 

túpum sem í voru sett 1 µl af F-vísi á móti sama magni af R-vísi os.frv. 23 µl af stofnlausn var 

svo bætt í hverja þeirra (sjá töflu 10). 

Ákveðið var að prófa að títra MgCl2 í mis miklu magni í hvert sýni til að sjá hvort það hefði 

áhrif á virkni fjölliðarans: 0,0 µl; 0,5 µl; 1,0 µl og 1,5 µl. 

Tafla 10. Hvarfefni FR1, FR2 og FR3 kjarnsýrumögnunar þann 8. jan. 2016 

 
x 1 x 13 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 32,5 µl 

dNTP 1,0 µl 13,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 6,5 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 240,5 µl 

DNA 0,5 µl 6,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 299,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 13,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 13,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 325,0 µl 

Sýni sett í lotuhitara sem stilltur var á 56 °C (sjá mynd 2). Að mögnun lokinni var sýnum 

komið fyrir í frysti við -4,5°C og þau rafdregin 11. janúar 2016. 

11. janúar 2016 
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Mögnunarafurðir frá 8. janúar rafdregnar í 40 mínútur við 100 V og 500 mA. FR3 með 0,5 til 

1,5 µl af MgCl2, sýndi greinanleg bönd neðan við neðstu mörk stiguls sem sýnir að lengd 

bútanna eru undir 500 bp að lengd en FR3 var ætlað að skila bútum upp á 313 bp. Bestu 

niðurstöðuna gaf það sýni sem 1 µl af MgCl2 hafði verið títrað í (minnstu leifarnar) (sjá mynd 

9). 

Mynd 9. Rafdráttur FR1, FR2 og FR3 mögnunarafurða þann 11. janúar 2016 

 
Myndin sýnir mögnunarafurðir frá 8. janúar þar sem vísapörin FR1, FR2 og FR3 voru prófuð á yrkinu Emir við 56°C. Ekki 

sáust greinanleg bönd, hvorki hjá FR1 né FR2 en FR3 sýndi skýr bönd við títrun á bilinu 0,5-1,5, best við 1,0 µl af MgCl2 

(minnstu leifarnar). FR3 var ætlað að skila 331 bp. 

Ofangreind þrjú bönd skorin úr geli, þau sett í sérmerktar túpur og geymd í frysti við -4,5°C 

yfir nótt. Prófa næst að lækka millihita í mögnuninni til að athuga hvort það hafi áhrif á FR1 

og FR2 (gert 1. apríl 2016). 

12. janúar 2016 

Útdráttur erfðaefnis úr geli frá deginum áður samkvæmt leiðbeiningum NuceloSpin® Gel and 

PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmbH & Co, 2014). Sýni vógu 100 mg, 110 mg og 160 mg. 

Í lið 1 í leiðbeiningum er talað um að magn NTI skyldi vera 200 µl á móti 100 mg af geli. 

Tekin var þyngsta talan, hún margfölduð með 2 og þannig fékkst út það magn NTI sem þurfti 

í hvert sýni eða 320 µl í hvert. Í lið 5 er talað um 15-30 µl af Buffer NE í hvert sýni en hér 

voru 20 µl notaðir. Frávik frá leiðbeiningum voru eftirfarandi: Í liðum 2 og 3 voru sýni skilin 

niður í 50 sekúndur í stað 30. 

Er útdrætti var lokið, var 4 µl af hverju sýni blandað saman með 1 µl af hleðslulit á Parafilm 

blöndunarfilmu og þeim hlaðið í brunna. Rafdregið í 40 mínútur við 100 V og 500 mA. Dauf 

strik komu í ljós fyrir neðan neðstu 1 kb stiguls sem gefa til kynna að bútarnir eru undir 500 

bp að lengd. Það kemur heim og saman því FR3 átti að spanna 331 bp. Greinanlegasta strikið 

var í því sýni sem títrað hafði verið 1,5 µl af MgCl2 (sjá mynd 10). 
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Mynd 10. Rafdráttur FR3 útdráttarafurða þann 12. janúar 2016 

 
Myndin sýnir mögnun útdráttarafurða FR3 og yrkisins Emir frá 8. janúar. Vísaparinu var ætlað að skila 313 bp bútum og sjást 

bönd afurðanna fyrir neðan 500 bp band stiguls. 

Gel skorin út, þau sett í sérmerktar túpur og þær geymdar í frysti við -4,5°C. 

1. apríl 2016 

FR2 og FR3 voru prófaðir að nýju á yrkinu Emir. Hvort vísapar fékk úthlutað einni 0,2 ml 

túpu sem í var bætt viðeigandi vísum; 1 µl af F-vísi á móti sama magni af R-vísi os.frv. 23 µl 

af stofnlausn var svo bætt í túpurnar (sjá töflu 11). 

Tafla 11. Hvarfefni FR2 og FR3 kjarnsýrumögnunar þann 1. apríl 2016 

 
x 1 x 3 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 7,5 µl 

dNTP 1,0 µl 3,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 1,5 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 55,5 µl 

DNA 0,5 µl 1,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 69,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 3,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 3,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 75,0 µl 

Ákveðið var að prófa að títra 1 µl af MgCl2 í hvort sýni og setja millihita á 52°C því það hafði 

gefið góða raun hjá FR3 (sjá mynd 11). 

  



27 

 

Mynd 11. Mögnunarlotur við 52°C (ss ppd 52) 

 
Stig 1: Upphafleg eðlissvipting í 5 mínútur við 95 °C. 

Stig 2: Mögnunarlotur; eðlissvipting við 95°C í 40 sekúndur, binding (e. annealing) vísa við 52°C í 40 

sekúndur og lenging við 68°C í 1 mínútu; endurtekið 40 sinnum. 

Stig 3: Endanleg lenging við 68°C í 7 mínútur og hiti svo lækkaður niður í 10°C. 

Rafdregið á 1% agarósageli í 40 mínútur við 100 V og 500 mA. Ekki sáust nein bönd í þetta 

sinn (sjá mynd 12). Vegna mistaka setti ég 1 µl af hleðslulit í hvort sýni í stað 6 µl. Veit ekki 

hvort það hafi úrslitaáhrif. 

Mynd 12. Rafdráttur FR2 og FR3 mögnunarafurða þann 1. apríl 2016 

 
Myndin sýnir mögnunarafurðir FR1 og FR2 með yrkinu Emir við 52°C. Engin marktæk bönd. 

Prófa næst að hækka millihita mögnunar upp í 53 °C 

2. apríl 2016 

FR2 og FR3 voru prófaðir að nýju á yrkinu Emir, nú á hærra hitastigi en daginn áður og títrun 

á MgCl2 frá 0-1,5 µl. Hvort vísapar fékk úthlutað fjórum 0,2 ml túpum sem í var bætt 
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viðeigandi vísum; 1 µl af F-vísi á móti sama magni af R-vísi os.frv (sjá töflu 12). Mismunandi 

magni af MgCl2 var títrað í túpurnar: 0,0 µl; 0,5 µl; 1,0 µl og 1,5 µl. 23 µl af stofnlausn var 

svo bætt við hverja og eina. 

Tafla 12. Hvarfefni FR2 og FR3 kjarnsýrumögnunar þann 2. apríl 2016 

 
x 1 x 10 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 25,0 µl 

dNTP 1,0 µl 10,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 5,0 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 185,0 µl 

DNA 0,5 µl 5,0 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 230,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 10,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 10,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 250,0 µl 

Sýni sett í lotuhitara sem stilltur var á 53 °C (sjá mynd 13).  

Mynd 13. Mögnunarlotur við 53°C (ss ppd 53) 

 
Stig 1: Upphafleg eðlissvipting í 5 mínútur við 95 °C. 

Stig 2: Mögnunarlotur; eðlissvipting við 95°C í 40 sekúndur, binding (e. annealing) vísa við 53°C í 40 

sekúndur og lenging við 68°C í 1 mínútu; endurtekið 40 sinnum. 

Stig 3: Endanleg lenging við 68°C í 7 mínútur og hiti svo lækkaður niður í 10°C. 

Rafdregið í 40 mínútur við 100 V og 500 mA. Vegna mistaka urðu sýni vísapars FR1 ónýt en 

FR2 sýndu greinanleg bönd en þó með miklum leifum. Skýrasta bandið var í því sýni er títrað 
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hafði verið með 1,5 µl af MgCl2 (sjá mynd 14). Endurtaka þarf því FR1 og prófa að hækka 

hitann bæði hjá FR1 og FR2. 

Mynd 14. Rafdráttur FR1 og FR2 mögnunarafurða þann 2. apríl 2016 

 
Myndin sýnir rafdráttarmynd af yrkinu Emir með vísapörunum FR1 og FR2 við 53°C og misjafna títrun MgCl2 (tölustafir 

fyrir ofan hverja línu merkir magn MgCl2 í sýni. X merkir tómt hólf). FR1 mistókst (stigli blandað óvart saman við) en FR2 

sýndi svörun við títrun á bilinu 0,5-1,5 og var vísaparinu ætlað að skila 423 bp bútum og sást skýrasta svörunin milli 400 og 

500 bp bönd stigulsins. 

3. apríl 2016 

FR1 var endurtekið frá 2. apríl á yrkinu Emir og títrað var sem fyrr (MgCl2 frá 0-1,5 µl). Í 

fjórar 0,2 ml túpur var bætt viðeigandi vísum; 1 µl af F1-vísi á móti sama magni af R1-vísi. 

23 µl af stofnlausn var svo bætt við hverja og eina (sjá töflu 13). Mismunandi magni af MgCl2 

var títrað í túpurnar: 0,0 µl; 0,5 µl; 1,0 µl og 1,5 µl. 

Tafla 13. Hvarfefni FR1 kjarnsýrumögnunar þann 3. apríl 2016 

 
x 1 x 5 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 12,5 µl 

dNTP 1,0 µl 5,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 2,5 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 92,5 µl 

DNA 0,5 µl 2,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 115,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 5,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 5,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 125,0 µl 
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Sýni sett í lotuhitara sem stilltur var á 53 °C (sjá mynd 13).  

Mögnunarafurðir rafdregnar í 40 mínútur við 100 V og 500 mA. Einhver henti gelinu og þarf 

því að endurtaka þessa tilraun. 

4. apríl 2016 

Tilraun frá 3. apríl endurtekin í þriðja sinn. Mistök voru gerð í fyrstu tilraun þann 2. apríl og 

þegar hún var endurtekin degi seinna, hafði gelinu verið hent. Veik bönd sáust milli 500 og 

400 bp viðmiðunarbönd stiguls. Skýrasta bandið var hjá því sýni er hafði verið títrað með 1,5 

µl af MgCl2 (sjá mynd 15). 

Mynd 15. Rafdráttur FR1 mögnunarafurða þann 4. apríl 2016 

 
Myndin sýnir mögnunarafurðir FR1 og FR2 með yrkinu Emir við 53°C og 0-1,5 µl MgCl2. FR1 var ætlað að skila 414 bp 

bútum og sáust dauf bönd á milli 400 og  500 bp stiguls. FR2 var ætlað að skila 423 bp en engin merkjanleg bönd sáust. 

5. apríl 2016 

FR1 og FR2 var endurtekið frá 2. apríl á yrkinu Emir. Lotuhitari stilltur á sex mismunandi 

millihita (e. heat gradient) og títrað var sem fyrr (MgCl2 frá 0-1,5 µl). FR1 var sett í tuttugu 

og fjórar 0,2 ml túpur og jafn margar fyrir FR2; 1 µl af F-vísi á móti sama magni af R-vísi og 

23 µl af stofnlausn var svo bætt við hverja og eina (sjá töflu 14). Mismunandi magni af MgCl2 

var títrað í túpurnar: 0,0 µl; 0,5 µl; 1,0 µl og 1,5 µl. 
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Tafla 14. Hvarfefni FR1 og FR2 kjarnsýrumögnunar þann 5. apríl 2016 

 
x 1 x 50 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 125,0 µl 

dNTP 1,0 µl 50,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 25,0 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 925,0 µl 

DNA 0,5 µl 25,0 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 1.150,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 50,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 50,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 1.250,0 µl 

Sýni sett í lotuhitara sem stilltur var á mismunandi millihita (sjá mynd 16).  

Mynd 16. Mögnunarlotur við 50-60°C (ss ppd grad) 

 
Flex stendur fyrir 6 mismunandi millihita; 50°C, 52°C, 54°C, 56°C, 58°C og 60°C. 

Stig 1: Upphafleg eðlissvipting í 5 mínútur við 95 °C. 

Stig 2: Mögnunarlotur; eðlissvipting við 95°C í 40 sekúndur, binding (e. annealing) vísa eftir 

mismunandi staðsetningu í tæki (I:50, J:52, K:54, L:56, M:58, N:60) í 40 sekúndur og lenging við 68°C í 

1 mínútu; endurtekið 40 sinnum. 

Stig 3: Endanleg lenging við 68°C í 7 mínútur og hiti svo lækkaður niður í 10°C. 

Mögnunarafurðir rafdregnar á 1,3% agarósageli í 40 mínútur við 100 V og 500 mA. Dauf 

bönd sáust hjá FR1 milli 500 og 400 bp viðmiðunarbönd stiguls. Í flestum hitahólfum sáust 

aðeins greinilegri bönd hjá FR1 við 1,0 og 1,5 µl títranir. Skýrustu böndin komu við 60 °C 

(sjá mynd 17). FR2 sýndi engin skýr bönd (sjá mynd 18). 
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Mynd 17. Rafdráttur FR1 mögnunarafurða þann 5. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR1 og yrkið Emir við 50-60°C og títrun MgCl2 á bilinu 0-1,5 µl. Bókstafir fyrir ofan sýni merkir hitastig og 

tölustafur þar fyrir aftan, merkir magn MgCl2. Vísaparinu var ætlað að skila 414 bp bútum og sáust veik bönd milli 400 og 

500 bp stiguls. Skýrustu böndin voru við 60°C og títrun á bilinu 1-1,5 µl. 
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Mynd 18. Rafdráttur FR2 mögnunarafurða þann 5. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR2 við 50-60°C og títrun MgCl2 á bilinu 0-1,5 µl. Bókstafir fyrir ofan sýni merkir hitastig og tölustafur þar 

fyrir aftan, merkir magn MgCl2. Engin merkjanleg bönd sáust. 

Vegna bilunar í útblámaljósaborði voru gelplötur geymdar í plasti í kæli yfir nótt – ekkert sást 

á ljósaborði 6.apríl og er það líklega vegna þess að plöturnar hafa ekki þolað geymsluna. Því 

var ekkert skorið út. 

6. apríl 2016 

Erfðaefni yrkjanna Maskin, Opal, Tunga og Lise fékkst afhent auk fræja yrkjanna Asplund, 

Brage og Triumph sem var sáð þennan dag (4 fræ frá hverju yrki). 

Breytilegur hiti prófaður á Emir og FR3 til að athuga hvort einhver annar hiti gefist betur. 

FR3 var sett í tuttugu og fjórar 0,2 ml túpur; 1 µl af F-vísi á móti sama magni af R-vísi og 23 

µl af stofnlausn var svo bætt við hverja og eina (sjá töflu 15). Mismunandi magni af MgCl2 

var títrað í túpurnar: 0,0 µl; 0,5 µl; 1,0 µl og 1,5 µl. 
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Tafla 15. Hvarfefni FR3 kjarnsýrumögnunar þann 6. apríl 2016 

 
x 1 x 25 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 62,5 µl 

dNTP 1,0 µl 25,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 12,5 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 462,5 µl 

DNA 0,5 µl 12,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 575,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 625,0 µl 

Sýni sett í lotuhitara sem stilltur var á mismunandi millihita (sjá mynd 16). Mögnunarafurðir 

rafdregnar á 1,3% agarósageli í 40 mínútur við 100 V og 500 mA. FR3 með MgCl 1,5 á 

hitanum 60°C gaf skýrasta bandið en þó nokkuð af leifum. Sama magn af MgCl2 við hitann 

56°C gaf minnstu leifarnar (sjá mynd 19). Sýni skorin út við MgCl2: 1,5 og millihita 50°C og 

60°C og þau geymd í frysti við -4,5°C. 
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Mynd 19. Rafdráttur FR3 mögnunarafurða þann 6. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR3 og yrkið Emir við 50-60°C og títrun MgCl2 á bilinu 0-1,5 µl. Bókstafir fyrir ofan sýni merkir hitastig og 

tölustafur þar fyrir aftan, merkir magn MgCl2. Vísaparinu var ætlað að skila 331 bp og sáust mis daufar línur eftir hitastigi og 

títrun. FR3 með 1,5 µl af MgCl2 við 60°C gaf skýrasta bandið en þó nokkuð af leifum. Sama magn af MgCl2 við hitann 56°C 

gaf minnstu leifarnar. 

FR1 og FR2 endurtekið á Emir en prófað var að breyta hlutföllum í stofnlausn; minna magn 

Taq fjölliðara, meira af DNA og MgCl2 nú orðinn hluti af stofnlausn. Hvarfmagn í hverri túpu 

var einnig minnkað úr 25 µl niður í 12,5 µl (sjá töflu 16). 
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Tafla 16. Hvarfefni FR1 og FR2 kjarnsýrumögnunar þann 6. apríl 2016 

 
x 1 x 8 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 20,0 µl 

dNTP 1,0 µl 8,0 µl 

Taq fjölliðari 0,2 µl 1,6 µl 

ddH2OHPLC 16,8 µl 134,4 µl 

DNA 1,0 µl 8,0 µl 

MgCl2 1,5 µl 12,0 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 184,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 8,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 8,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 200,0 µl 

Hvort vísapar fékk sex 0,2 ml túpur og mismunandi millihiti prófaður, nú 51-61°C (sjá mynd 

20). 

Mynd 20. Mögnunarlotur við 51-61°C (ss ppd grad 51-61) 

 
Flex stendur fyrir 6 mismunandi millihita; 51°C, 53°C, 55°C, 57°C, 59°C og 61°C. 

Stig 1: Upphafleg eðlissvipting í 5 mínútur við 95 °C. 

Stig 2: Mögnunarlotur; eðlissvipting við 95°C í 40 sekúndur, binding (e. annealing) vísa eftir 

mismunandi staðsetningu í tæki (I:51, J:53, K:55, L:57, M:59, N:61) í 40 sekúndur og lenging við 68°C í 

1 mínútu; endurtekið 40 sinnum. 

Stig 3: Endanleg lenging við 68°C í 7 mínútur og hiti svo lækkaður niður í 10°C. 

Mögnunarafurðir rafdregnar á 1% agarósageli í 40 mínútur við 500 mA og 100 V. Engin bönd 

urðu sýnileg (sjá mynd 21). 
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Mynd 21. Rafdráttur FR1 og FR2 mögnunarafurða þann 6. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR1 og FR2 með yrkinu Emir við 51-61°C og 1,5 µl af MgCl2. Bókstafir fyrir ofan sýni merkja hitastig. Engin 

bönd sýnileg. 

7. apríl 2016 

Fræ yrkisins Wolmari fékkst afhent og því sáð (fjórum fræjum). 

8. apríl 2016 

FR2 og FR3 reynt á yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise. Prófað var að breyta hlutföllum í 

stofnlausn; minna magn Taq fjölliðara, meira af DNA og MgCl2 nú orðinn hluti af stofnlausn 

(sjá töflu 17). 

Tafla 17. Hvarfefni FR2 og FR3 kjarnsýrumögnunar þann 8. apríl 2016 

 
x 1 x 10 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 25,0 µl 

dNTP 1,0 µl 10,0 µl 

Taq fjölliðari 0,2 µl 2,0 µl 

ddH2OHPLC 16,8 µl 168,0 µl 

DNA 1,0 µl 10,0 µl 

MgCl2 1,5 µl 15,0 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 230,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 10,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 10,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 250,0 µl 
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Hvert yrki fékk tvær 0,2 ml túpur sem notaðar voru undir sitt hvort vísaparið. Túpurnar settar 

í lotuhitara við 53°C (sjá mynd 13) (mistök - ætlaði að hafa það 56°C). Mögnunarafurðir 

rafdregnar á 1% agarósageli í 40 mínútur við 500 mA og 100 V. 

Maskin sýndi enga svörun hjá hvorugu vísaparinu. Tunga og Lise sýndu svörun við báðum og 

Opal við FR3 (sjá mynd 22). Engin mynd náðist af FR2 vegna sambandsleysis í myndaskáp. 

Bönd skorin úr geli og einangrun framkvæmd sem fyrr ásamt sömu frávikum, nema í þetta 

sinn var þyngsta sýnið 0,15 g og var því 300 µl af NTI bætt í hvert sýni (150 µl x 2 = 300µl). 

Auk þessara frávika var 30 µl af buffer NE notað í hvert sýni. Afurðir útdráttarins rafdregnar 

þann 12. apríl 2016, án árangurs (sjá mynd 26). 

9. apríl 2016 

FR3 prófað á yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise. Mögnunarblönduhlutföll eins og daginn 

áður (sjá töflu 18). 

Tafla 18. Hvarfefni FR3 kjarnsýrumögnunar þann 9. apríl 2016 

 
x 1 x 25 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 62,5 µl 

dNTP 1,0 µl 25,0 µl 

Taq fjölliðari 0,2 µl 5,0 µl 

ddH2OHPLC 16,8 µl 420,0 µl 

DNA 1,0 µl 25,0 µl 

MgCl2 1,5 µl 37,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 575,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 625,0 µl 

Hvert sýni fékk sex 0,2 ml túpur fyrir mismunandi millihita á bilinu 50-60°C (sjá mynd 20). 

Helmingur hvers sýnis var rafdregið á 1% agarósageli í 40 mínútur við 500 mA og 100 V. 

Skýrustu böndin voru hjá Opal og Tunga við 56°C, 58°C og 60°C og Lise við 56°C og 58°C. 

Maskin sýndi ekki merkjanleg bönd (sjá mynd 22). 
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Mynd 22. Rafdráttur FR3 mögnunarafurða þann 9. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Tunga og Lise við 50-60°C og 1,5 µl MgCl2. Vísaparinu var ætlað að skila 331 bp 

og sáust mis dauf bönd en þó merkjanleg hjá þeim þrem síðastnefndu. Skýrustu böndin voru hjá Opal og Tunga við 56°C, 

58°C og 60°C og Lise við 56°C og 58°C. 

Bönd skorin út við 56°C og 58°C fyrir Opal, Tunga og Lise, auk bands við 60°C hjá Opal. 

Útdráttur framkvæmdur eins og áður ásamt frávikum sem fyrr er getið. Þyngsta sýnið vó 0,12 

g og því var 240 µl af NTI bætt í hvert sýni. Útdráttarafurðirnar voru rafdregnar á 

hefðbundinn máta þann 11. apríl en gelið datt í gólfið og því þurfti að endurtaka rafdráttin 

þann 12. apríl (sjá mynd 25). 

11. apríl 2016 

Útdráttarafurðir frá 9. apríl rafdregnar en gel datt í gólfið og rafdráttur endurtekinn næsta dag. 

FR3 reynt á nýjan leik á yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise. Prófað að breyta 

mögnunarblöndu enn á ný þ.e. að minnka magn Taq fjölliðarans niður í 0,2 µl magn DNA í 

0,5 µl (sjá töflu 19). 
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Tafla 19. Hvarfefni FR3 kjarnsýrumögnunar þann 11. apríl 2016 

 
x 1 x 31 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 77,5 µl 

dNTP 1,0 µl 31,0 µl 

Taq fjölliðari 0,2 µl 6,2 µl 

ddH2OHPLC 17,3 µl 536,3 µl 

DNA 0,5 µl 15,5 µl 

MgCl2 1,5 µl 46,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 713 µl 

F-vísir 1,0 µl 31,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 31,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 775,0 µl 

Hvert sýni fékk sex 0,2 ml túpur fyrir mismunandi millihita á bilinu 50-60°C (sjá mynd 20). 

Rafdregið í 50 mínútur við 500 mA og 100 V á 1% agarósageli. Yrkin sýndu enga svörun (sjá 

mynd 23). 

Mynd 23. Rafdráttur FR3 mögnunarafurða þann 11. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise við 50-60°C og 1,5 µl MgCl2. Engin bönd komu í ljós. 
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FR1 reynt á  yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise með sömu breyttu 

mögnunarblöndunni og reynd var á FR3 fyrr um daginn (sjá töflu 20). 

Tafla 20. Hvarfefni FR1 kjarnsýrumögnunar þann 11. apríl 2016 

 
x 1 x 31 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 77,5 µl 

dNTP 1,0 µl 31,0 µl 

Taq fjölliðari 0,2 µl 6,2 µl 

ddH2OHPLC 17,3 µl 536,3 µl 

DNA 0,5 µl 15,5 µl 

MgCl2 1,5 µl 46,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 713 µl 

F-vísir 1,0 µl 31,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 31,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 775,0 µl 

Hvert sýni fékk sex 0,2 ml túpur fyrir mismunandi millihita á bilinu 50-60°C (sjá mynd 20). 

Mögnunarafurðir rafdregnar á 1% agarósageli í 50 mínútur við 500 mA og 100 V. Yrkin 

sýndu enga svörun (sjá mynd 24). 
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Mynd 24. Rafdráttur FR1 mögnunarafurða þann 11. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR1 og yrkin Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise við 50-60°C og 1,5 µl MgCl2. Engin bönd sýnileg. 

FR3 reynt aftur á yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise, nú með því að auka magn DNA úr 

0,5 µl upp í 1,0 µl en halda magni Taq fjölliðarans áfram í 0,2 µl (sjá töflu 21). 

Tafla 21. Hvarfefni FR3 kjarnsýrumögnunar (seinni) þann 11. apríl 2016 

 
x 1 x 25 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 62,5 µl 

dNTP 1,0 µl 25,0 µl 

Taq fjölliðari 0,2 µl 5,0 µl 

ddH2OHPLC 18,3 µl 475,5 µl 

DNA 1,0 µl 25,0 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 575,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 625,0 µl 

Hvert yrki fékk fjórar 0,2 ml túpur og í þær títrað MgCl2 frá 0-1,5 µl. Sýni sett í lotuhitara á 

56°C (sjá mynd 2) geymd að því loknu yfir nótt í kæli við 4°C og þær rafdregnar næsta dag í 

40 mínútur við 500 mA og 100 V (sjá mynd 26). 
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12. apríl 2016 

Útdráttur frá 8. og 9. apríl rafdreginn á 1,3% agarósageli í 50 mínútur við 500 mA og 100 V 

(sjá mynd 25). 

Mynd 25. Rafdráttur FR3 útdráttarafurða þann 12. apríl 2016 

 
Útdráttarafurðir frá 8. og 9. apríl rafdregnar þann 12. apríl. Engin svörun. 

Rafdráttur frá 11 apríl rafdreginn á 1,3% agarósageli í 50 mínútur við 500 mA og 100 V (sjá 

mynd 26). 

Mynd 26. Rafdráttur FR3 mögnunarafurða þann 12. apríl 2016 

 
Engin bönd sjáanleg hjá Maskin. Mjög dauf svörun hjá Opal, Tunga og Lise. 

13. apríl 2016 

FR3 reynt aftur á yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise, nú með því að auka magn Taq 

fjölliðarans upp í 0,5 µl (sjá töflu 22). 
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Tafla 22. Hvarfefni FR3 kjarnsýrumögnunar þann 13. apríl 2016 

 
x 1 x 20 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 50,0 µl 

dNTP 1,0 µl 20,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 10,0 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 370,0 µl 

DNA 0,5 µl 10,0 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 460,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 20,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 20,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 500,0 µl 

Hvert yrki fékk fjórar 0,2 ml túpur og í þær títrað MgCl2 frá 0-1,5 µl. Sýni sett í lotuhitara á 

56°C (sjá mynd 2) en hann fraus og var þannig í um 2 klst. (Stage 2: 2 of 40) þar til hann var 

endurræstur. 

Rafdráttur framkvæmdur á 1,3% agarósageli í 50 mínútur við 500 mA og 100 V. Engin bönd 

urðu sýnileg (sjá mynd 27). 

Mynd 27. Rafdráttur FR3 mögnunarafurða þann 13. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Tunga og Lise við 56°C og títrun MgCl2 á bilinu 0-1,5 µl. Engin bönd sjáanleg. 

14. apríl 2016 

FR3 reynt aftur á yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise, nú með því að þynna DNA 

hvers yrkis tífallt (0,5 µl af DNA á móti 10,0 µl af TE jafnalausn). Hvert yrki fékk fjórar 0,2 
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ml túpur og í þær látið 1 µl af F-vísi á móti sama magni af R-vísi og 23 µl af stofnlausn var 

svo bætt við hverja og eina (sjá töflu 23). MgCl2 títrað frá 0-1,5 µl. 

Tafla 23. Hvarfefni FR3 kjarnsýrumögnunar þann 14. apríl 2016 

 
x 1 x 25 

TE jafnalausn (10 X) 2,5 µl 62,5 µl 

dNTP 1,0 µl 25,0 µl 

Taq fjölliðari 0,5 µl 12,5 µl 

ddH2OHPLC 18,5 µl 462,5 µl 

DNA 0,5 µl 12,5 µl 

Stofnlausn samtals: 23,0 µl 575,0 µl 

F-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

R-vísir 1,0 µl 25,0 µl 

Mögnunarblanda samtals: 25,0 µl 625,0 µl 

Sýni sett í lotuhitara á 56°C (sjá mynd 2). Rafdráttur framkvæmdur á 1,3% agarósageli í 50 

mínútur við 500 mA og 100 V. 

Bönd voru vart sýnileg en þó skýrust hjá Maskin en á röngum stað miðað við stigul (sjá mynd 

28). Vegna þess hve böndin voru dauf, hvarflaði það að mér að ég hafi fyrir slysni sett 0,5 µl 

af útþynntu DNA í stofnblöndu hvers yrkis í stað 2,5 µl. 
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Mynd 28. Rafdráttur FR3 mögnunarafurða 14. apríl 2016 

 
Myndin sýnir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Tunga og Lise við 56°C og títrun MgCl2 á bilinu 0-1,5 µl. Vísaparinu var ætlað að 

skila 331 bp og sáust bönd (mjög dauf) hjá Tunga og Lise við 1-1,5 µl títrun milli 300 og 400 bp stiguls. Maskin sýndi bönd á 

röngum stað. 

Bönd yrkjanna Tunga (MgCl2: 1,0 µl) og Lise (MgCl2: 1,5 µl) voru skorin út og sett í frysti 

við -4,5°C. 

Byggspírur skornar af við fræhýði og hver og ein þeirra sett í 45 ml túpu, fyllta með 20 ml af 

Silica geli. Geymt í kæli við 4°C. 

23. apríl 2016 

Plöntuvefir teknir úr kæli, þeir jafnaðir og einangrun á DNA framkvæmd. Prófað að rafdraga 

á 1% agarósageli í 40 mínútur við 500 mA og 100 V til að sjá hvort einhver ummerki væru 

eftir einangrun erfðaefnisins (sjá mynd 29). 
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Mynd 29. Rafdráttur á FR3 einangrunarafurðum þann 23. apríl 2016 

 

 
Myndin sýnir afurðir DNA einangrunar á yrkjunum Asplund, Brage, Triumph og Wolmari. 

 


