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Yfirlysing
Hér med lysi ég pvi yfir ad ritgerd pessi er byggd & minum eigin athugunum, er samin af mér
0g ad hun hefur hvorki ad hluta né i heild verid 16gd fram adur til heerri préfgradu.

Aldis Bjork Sigurdardattir



Agrip

Skilningur & peim lifedlisfreedilegum ferlum er stjorna lifsferlum plantna hefur ménnum lengi
verid hugleikinn ekki sist m.t.t. nytjaplantna par sem per eru undirstada allrar
landblnadarframleidslu. Ymsar rannsoknir & undanférnum arum hafa leitast vid ad skyra

adlégun byggyrkja ad nordurslodum og parf vart ad undirstrika mikilveegi peirra par sem peer

skjéta stooum undir kynbatur med adstod erfdamarka.

Bygg er nokkud hardgerd nytjaplanta sem synt hefur mikla adlégunarhafni. Han polir meiri
burrka, seltu, kaldara loftslag og gerir minni krofur til jardvegs heldur en adrar korntegundir,
auk pess sem hun parf styttri tima til ad na proska. Allt eru petta eiginleikar sem gera
tegundina svo mikilveega & timum folksfjélgunar og hnattreennar hlynunar. Med nylegri
rannsdkn kom i 1jés ad gen i byggi, HVCEN, & patt i adlogunarhaefni pess og var pad markmid
pessarar rannsoknar ad radgreina petta gen i islenskum og erlendum byggyrkjum sem adur
hofou verid svipgerdargreind m.t.t. flytis. DNA var einangrad, mognun og rafdrattur

framkveemdur, auk DNA utdréattar en vegna timahraks misforst ad senda syni i radgreiningu.



bakkir

Leidbeinanda minum, Jéni Hallsteini Hallssyni kann ég bestu pakkir fyrir jakveett vidmot,
audsynda polinmadi og leidsogn.

Landbdnadarhaskola islands vil ég pakka fyrir fjarmdgnun pessa verkefnis og adgengi ad

rannsdknaradstoou ad Keldnaholti.

Seemundur Sveinsson, Magnus Goéransson, Moeen Shayeste, Hrannar Sméri Hilmarsson og
Naomi Désirée Bos fa bestu pakkir fyrir adstod og radleggingar.

Fjolskyldu minni pakka ég endalausa polinmadi og hvatningu.
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1. Inngangur

Fyrir um 10-13 pasund &rum urdu mikil timamaét i mannkynssdégunni, er madurinn tok ad
breyta adferdum sinum vid fedudflun p.e. pegar hann for fra pvi ad ferdast um og
veida/safna, yfir i ad setjast ad og taka dyr og plontur i sina pjonustu (Diamond, 2002). Til
pbess ad geta breidst Ut fra kjorsveedum sinum, purftu plontur ad bda yfir eiginleikum til ad lifa
af og geta adlagast nyjum busvaedum, s.s. ad breyta lifstima sinum (einar/tvier) og adlagast
breyttum lifsskilyroum s.s. daglengd og vedurfari (Blimel, Dally og Jung, 2015).

Bygg (Hordeum vulgare L.) var ein af fyrstu nytjaplontunum sem teknar voru i pjénustu
mannsins (Purugganan og Fuller, 2009). betta er mikilvaeg nytjaplanta af grasaatt sem rekur
reetur sinar til villibyggs (H. vulgare ssp. spontaneum) en visindamenn eru ekki sammala um
uppruna pess né proun pess yfir i nytjaplontu (Allaby, 2015). Rannsoknir sidari ara benda til
pbess ad villibygg eigi uppruna sinn fra mismunandi landsvaedum (Allaby, 2015; Poets, Fang,
Clegg og Morrell, 2015) en ekki ad pad hafi proast ut fra einum sameiginlegum grunni eins og
aour var talid(setja hér heimild fyrir gémlu hugmyndunum. Slik préun hafi getid af sér
mismunandi afbrigdi sem dafnad gatu vio mismunandi reektunarskilyrdi sem einnig geeti skyrt
adlogunarhaefni byggs i dag. Blondun milli afbrigda hafi styrkt komandi kynslodir enda hafa
genarannsoknir synt fram & skyldleika raektunarbyggs vid afbrigdi sem upprunnin eru fra

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

Bygg er polnara en adrar korntegundir gagnvart purrkum, seltu, lakari jardveg og kaldara
loftslagi og krefst jafnframt styttri tima til ad na proska (Esparza Martinez og Foster, 1998).
Bygg er rektad baedi sem skepnufddur og til manneldis og er notkun pess er margvisleg s.s.
mjol i braud, grjon i grauta og til méltunar & afengum drykkjum (Barley, 2016) ad 6gleymdri
framleioslu & sérvirkum préteinum (ORF, e.d.). Eins og Lobell og Gourdji (2012) benda &
vardandi adlogunarhafni og prounar a byggi, er haegt ad leida likum ad pvi ad tegundin se
med mikilvaegari nytjajurtum samtimans og framtidarinnar pegar hoft er til hnattrenna

breytinga og faedudryggis.

1.1 Breytilegur heimur

Samkveemt télum FAO (e.d.) er bygg ein mest rektada korntegund heims & eftir mais,
hrisgrjonum og hveiti og nam t.a.m. bygguppskera arsins 2014 um 144 milljén tonna &

heimsvisu. Pad er reektad i yfir 100 16ndum og er samanlagt reektunarland pess um 50 milljon



hektara (FAO, e.d.) sem er & vid heildarflatarmal Spans eda fimmfalt flatarmal islands (The
World Bank, e.d.).

iblar jardar eru taldir vera um 7,3 milljardar og er pad spa Sameinudu pjodanna ad arid 2050
verdi fjoldinn kominn upp i 9,7 milljarda (United Nations, Department of Economic and
Social Affairs, Population Division, 2015). Ppetta leidir til mikillar aukningar i
matveelaeftirspurn sem byggir & sp4 um 1,8 falda aukningu i innkomu heimila og auknum
kaupmeetti midad vid nu, auknum lifslikum og félksfjolda og pa sér i lagi i vanpréadri 16ndum
par sem neysla pr. einstakling hefur hingad til verid 1&g, aukinni almennri neyslu matveela og
meiri séun (United Nations, Agricultural Development Economics Division, 2012). Reyndar
gerir skyrsla Sameinudu pjédanna einnig rad fyrir um 35,77% aukningu i uppskeru & byggi fra
arinu 2007 til 2050 en & hlutfallslega minna landrymi sem adeins eykst um 14,29% og bendir
pa til ventinga um aukna frampréun i reektun og battra reektunarskilyrda enda uppskera pr.
hektara um pad bil 20,8% meiri (United Nations, Agricultural Development Economics
Division, 2012) I skyrslu visindanefndar um loftslagsbreytingar sem unnin var eftir fjordu
attekt millirikjanefndar Sameinudu pjédanna (IPCC), kemur fram ad medalhitastig & jordinni
muni ad likindum haekka 0,2°C & pessari 6ld eda um 1,5 °C til 4,5°C, eftir legu landa og pa
mest a nordurhjara veraldar. Med hlynun muni drkoma aukast i akvednum heimshlutum og &
sama tima purrkasveedi i 66rum heimshlutum steekka sem hafa munu neikvaed ahrif vida um
heim m.t.t. reektunar (Halldor Bjornsson o.fl., 2008; Bindi og Olesen, 2011). Talid er ad ahrif
loftlagsbreytinganna muni ad o6llum likindum auka rektunarmdguleika og uppskeru i
nordanverdri evropu (Bindi og Olesen, 2011) og pvi méa leida ad pvi likum ad adstaedur verdi

islenskum landbunadi hagsteed.

1.2 Fyrri rannsoknir

Blémgun er freeplontum naudsynleg svo par geti skilad fra sér einstaklingum naestu kynslodar
og til pess purfa paer ad gangast undir umbreytingu i vaxtarfasa, p.e. ad hverfa fra geldvexti og
hefja kynvoxt (Raven, Evert og Eich, 2013, bls. 502 og 457-475). bad sem kemur
umbreytingunni af stad eru margvisleg bod, baedi fra umhverfi og plontulikamanum sjalfum
sem midlad er eftir akvednum bodleidum (Raven o.fl., 2013, bls. 674).

Timamét voru morkud hvad vardar skilning & stjérnun blomgunar med rannsékn Koornneef,

Hanhart og van der Veen (1991) sem athugudu ahrif daglengdar (e. photoperiod) og vetrunar

(e. vernalization) a vorskrionablom (Arabidopsis thaliana) og greindu i pvi

blomgunarbodleidir (e. floral pathways) og umritunarpeetti (e. transcription factors) er hafa
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ahrif & gen sem stjorna blomgunartima. Frekari grundvoéllur ad skilning & pessum ferlum var
lagdur er erfdamengi A. thaliana var radgreint, fyrst plantna &rid 2000 (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000).

paer bodleidir er hvetja til blomgunar eru margvislegar. ber flytja baedi upplysingar fra
plontunni sjalfri og einnig bod fra umhverfi eins og t.d. upplysingar um ljoslotur og
umhverfishita. Séu bodin pess edlis ad jakveett sé fyrir plontuna ad blomstra, virkjast ymis
blémgunar-sampeettingagen (e. floral integrator genes) sem sidan tja fyrir umbreytingunni fra
geldvexti yfir i kynvoxt. A moti pessu spila adrar bodleidir sem styra blémgun og tjaningu &
blomgunar-balandi genum og geta pannig haldid aftur af blomgun pratt fyrir tjaningu
ofangreindra sampettingagena (Lee, Hong Yoo, Park, Lee og Ahn, 2006). Deemi um slikt gen
er TFL1 (Terminal Flowerl) i Arabidopsis en hlutverk pess er ad stjorna blémskipun (e.
inflorescence architecture) og halda aftur af bldmgun. Stokkbreytingar i pessu geni hafa p6
pau ahrif ad blomgun er hradad og fjolda bloma faekkar i blomskipuninni (Shannon og
Meeks-Wagner, 1991).

I Ljénsmunna (Antirrhinum) er genid CEN sem er skylt (e. ortholog) &durnefndu TFL1 og
tjair fyrir proteininu Centroradialis (Bradley o.fl., 1996). Comadran o.fl. (2012) rannsékudu
samsvarandi gen i byggi en i erfdamengi pess er HYCEN genid ad finna (n.t.t. & litning 2 i
genaseeti EPS2). betta gen er fjolvirkt og hefur ahrif & blémgunartima, uppskerumagn og
pusundkornapyngd. Med radgreiningu & vetrar- og sumaryrkjum komu i 1jés tveer mismunandi
setradir (e. haplotypes), sem hofou breytileika i einu Kirni (e. single nucleotide polymorphism)
a sitthvorum stad innan gensins og folst breytileikinn i pvi ad takni (e. codon) amindsyrunnar
Prolin 135 (Prol135) breyttist i takna fyrir Alanin (Alal35). Setrodin sem skradi fyrir Pro135
samsvaradi til vetraryrkja og Alal53 til sumaryrkja. Rannséknin leiddi i lj6s ad
adlogunarhaefni byggs meetti ad einhverju leyti rekja til pessa breytileika (Comadran o.fl.,
2012).



2. Markmio

Med pessu verkefni er leitast vid ad svara peirri spurningu hvort erfdafjolbreytni i HVCEN

geninu tengist & einhvern hatt adlégun byggyrkja ad islenskum adsteedum.

Centroradialis genid (HVCEN) verdur magnad upp med PCR og radgreint i islenskum og
erlendum byggyrkjum sem greind hafa verid i svipgerdarpréfunum med tilliti til flytis. Leitad
verdur samspils milli dkvedinna samsata af HVCEN og flytis i byggprofunum vid islenskar
adstedur og nidurstodur bornar saman vid adur radgreindan efnivid sem finna ma i DNA

gagnabonkum.



3. Efni og adferdir

Allar tilraunir voru féru fram i rannsoknaradstédu Landblnadarhaskéla islands ad
Keldhaholti, & bilinu 16. nbvember 2015 til 23. april 2016.

3.1 Efniviour rannsoknar

Fyrir pessa rannsokn hofdu verid valin tiu byggyrki (H. vulgare subsp. vulgare) sem adur
hofdu verid greind med svipgerdarprofunum med tilliti til flytis vid islenskar adstedur (sja
toflu 1).

Tafla 1. Byggyrki

Nr. Nafn yrkis Flokkun Radir Voxtur Uppruni
1 Maskin Hordeum vulgare o6r Sumar Noregur
2 Opal Hordeum vulgare 2r Sumar  Danmork
3 Binder Hordeum vulgare 2r Sumar  Danmork
4 Emir Hordeum vulgare 2r Sumar Holland
5 Triumph Hordeum vulgare 2r Sumar  byskaland
6 Tunga Hordeum vulgare or Sumar Noregur
7 Lise Hordeum vulgare 6r Sumar Noregur
8 Asplund Hordeum vulgare 6r Sumar Svipj6d
9 Wolmari Hordeum vulgare o6r Sumar Finland
10 Brage Hordeum vulgare 2r Sumar Svipj6o

Radir: 6r gefur til kynna ad sex radir séu & axi og & sama méta segir 2r til um ad radirnar seu tveer.

Sértaekir fram- og afturvisar (e. forward and reverse primers, hér eftir kalladir F- og R-visar)
hofou verid hannadir fyrir yrkid Morex (GenBank numer JX648191.1) sem valid hafdi verid

til viomidunar.

Visarnir voru allir 21 basar ad lengd og hannadir til ad bindast & dkvedna stadi & DNA
sniomatinu (e. DNA template). Tafla 2 synir heiti visa, basarédun (e. sequence), bindiset
beirra & HYCEN geninu (e. binding site) og bindihita (e. melting temperature, Tm). Myndrana
framsetningu & bindisetum og marksvedum (e. target sequence) visanna, pad er peim batum

er peim er atlad ad skila, eru synd & mynd 1.



Tafla 2. Visar

Nr. Heiti visis Basaar6oun 5‘— 3¢ Bliir:/ch:SEelila 2;2)
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 HvVCEN R3 AAGAGAAGAAGGGTATGGCTG 1450-1470 57,9

Basarddun segir til um r6dun basa innan hvers visi, fra 5¢ enda til 3. Bindiset segir til um pé stadi sem visarnir
bindast & geninu. Bindihiti (Tm) visar til pess hitastigs er vidkomandi visir byrjar ad bindast vid DNA

snidmatio.

Mynd 1. Bindiset visa - Morex sem vidmidunaryrki (GenBank: JX648191.1)

Visapdrin HYCEN_F1 og HVCEN_R1 (hér eftir kallad FR1) voru med bindisetin 408-428 (F1) og 802-822 (R1) og
var pannig &tlad ad skila 414 basa batum i kjarnsyrumognuninni (marksveedi litlaust milli F1 og R1). HYCEN_F2
0og HVCEN_R? (hér eftir kallad FR2) voru med bindiset 770-790 (F2) og 1173-1193 (R2) sem skila &tti bitum sem
innihéldu 423 bdsum (marksvedi litlaust milli F2 og R2). HYCEN_F3 og HVCEN_R3 (hér eftir kallad FR3) voru
med bindisetin 1139-1159 (F3) og 1450-1470 (R3) og &tti pvi ad skila bitum upp & 331 basa (marksveedi litlaust

milli F3 og R3).

3.2 Aodferoir

3.2.1 Oflun pléntuvefja

Fraejum yrkjanna Asplund, Brage, Triumph og Wolmari var sad (fjogur frae fra hverju yrki) i
fjorar frumuraektarskalar (e. petri dish) sem i var blautur pappir, peim svo lokad og settar
undir 300 W peru. Pess var gett reglulega ad naegur raki veeri til stadar og vatni udad yfir ef
pbess var porf. begar kimbldd foru ad sjast, voru lokin fjarleegd til ad hamla ekki vexti og pess
i stad var gleer kaptur plasthjalmur settur yfir til ad viohalda rakanum. Stefnt var & ad na 100
mg blautpyngd syna og voru plonturnar latnar vaxa vid framangreind skilyrdi i eina viku. Ad
viku lidinni var hver planta skorin af vid freehydi og hun sett i merkta 50 ml tlpu (Sarstedt,
Aktlengesellschaft & Co.) sem innihélt 20 ml af Silica gel orange (Sigma-Aldrich Co. LLC.)

og lokinu skrufad fast &. Synin voru ad pvi loknu latin porna i keeli vid 4 °C i 9 sélarhringa.
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3.2.2 Jofnun pléntuvefja (e. homogenization)

Purrir plontuvefir settir hver i sina 2 ml tdpu (Sarstedt, Aktlengesellschaft & Co.) asamt fimm
0,7 mm stalkalum (Retsch). Fimm tdpur voru settar i sinn hvorn sylinder Mixer Mill MM 200
molunarteekisins (Retsch) og pad stillt a tidnina 30x/sek. i tveer minutur. Ferlid endurtekid
fyrir naestu sex plontusyni, en pess geett ad baeta fjorum tipum vid i teekid med sému pyngd til

ad fylla upp i sylinderana og vega pannig a méti i teekinu.

3.2.3 Einangrun d erfdaefni (e. DNA isolation)

NuceloSpin® Plant 1l efnasett fra Macherey-Nagel GmbH & Co. (Lot: 1407/005) var notad
vid einangrunina auk ethanols (96-100%). Notast var vid PIPETMAN Classic™ pipettur i
steeroum P20, P100 og P1000 og vid per notadir Sterilized DIAMOND® Tips TIPACK™
oddar i steerdum DF200ST og D1000ST (Gilson, Inc.). Tapur voru i sterdunum; 1,5 ml og 2
ml (Sarstedt, Aktlengesellschaft & Co.). Lausnir voru hristar i EJ-610 idublandara (A&D
Engineering) og skildar nidur i Universal 320 skilvindu (Hettich holding GmbH & Co.). Vid
einangrun & erfdaefni var studst vid adferdarlysingu NuceloSpin® Plant Il (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Germany, 2014).

Frumurof (e. cell lysis) var framkvaemt med eftirfarandi mata: Plontuduft hvers yrkis var sett
1,5 ml tapur, 400 pl af PL1 jafnalausn beett Gt i og hrist vel saman. Vid petta var beett 10 pl af
RNase A (sem leyst hafdi verid upp i 100 ul af H20) og hristingurinn endurtekinn en ad
honum loknum var tipunum komid fyrir i Bio TDB-100 Dry Block hitara (Biosan Inc.) i 10

minUtur vid 65 °C.

Naesta skref var ad sia lausnirnar og voru NucleoSpin® Filter siur (fjolublaar) settar i 2 ml
s6fnunartipur og synum hladid med pipettu ofan & siurnar. petta var svo sett i skilvindu vid
11.000 snan./min. 2 minutur og ad pvi loknu voru siurnar teknar ar og peim fleygt en afuréum

sofnunartipanna haldid eftir.

Til ad undirbda DNA fyrir bindingu var 450 pl af Buffer PC hladid i hverja tdpu og pvi
blandad vid med pvi ad draga upp i pipettuna og sleppa i fimm skipti.

DNA var l4tid bindast vio NucleoSpin® Plant Il Column spunasulur (graenar) og voru paer
settar i nyjar 2 pl sofnunartdpur. 700 pl af hverju syni var hladido med pipettu i viokomandi
spunasulu og petta sett i skilvindu vid 11.000 snan./min. i 1 minutu. Affalli var fleygt en

spunasulu og séfnunarttpu haldid eftir.



A8 bindingu lokinni var himnan pvegin og purrkud i premur skrefum. I fyrstu skrefi var 400
ul af Buffer PW1 hladid & spunastluna og skilid nidur sem fyrr. Affalli fleygt. I 68ru skrefi
var 700 pl af Buffer PW2 (Lot: PAF0049151) hladid & spunasuluna og skilid nidur sem fyrr.
Affalli fleygt. I pridja skrefi var 200 pl af Buffer PW2 hladid 4 spunastluna og skilid nidur, nd

i 2 minutur vidé sama snuning. Affalli og séfnunarttpu fleygt en spunasulu haldid eftir.

Lokaskrefid var dtskolun (e. elute) DNA ar himnu. Spunasulur voru settar i nyjar 1,5 ml tapur
og 50 pl af forhitudu (65 °C) Buffer PE var hladid med pipettu ofan & himnu hverrar
spunasulu og petta latid standa i hitara vid 65 °C i 5 minatur. Synin voru svo sett i skilvindu

vid 11.000 snun./min. i 1 minatu og lokaskrefid endurtekid.

3.2.4 Kjarnsyrumégnun (e. polymerase chain reaction, PCR)

Efni, ahdld og tekjablnadur sem notast var vid kjarnsyrumdgnun voru eftirfarandi:
Thermopol® Reaction Buffer (hér eftir nefnd TE jafnalausn), Tag DNA Polymerase (hér eftir
nefndur Taq fjollidari), Deoxynucleotide (ANTP) Solution Mix (hér eftir nefnt ANTP) fra New
England BioLabs Inc. Fra Thermo Fisher Scientific Inc. var notast vid SYBR® Safe DNA Gel
Stain (hér eftir kallad SYBRSafe) og Ambion™ MgCl>» (1M). Notast var vid PIPETMAN
Classic™ pipettur i steroum P2, P10, P20, P100 og P1000 og vid paer notadir Sterilized
DIAMOND® Tips TIPACK™ oddar i sterdum DF10ST, DFL10ST, DF30ST, DF200ST og
DF1000ST (Gilson, Inc.). Tapur voru i sterdunum 0,2 ml (4tiTude Ltd.), 0,5 ml og 1,5 ml
(Sarstedt, Aktlengesellschaft & Co.). Lausnir voru hristar i idublandara, ymist i Multi-Vortex
V-32 (Biosan Inc.) eda EJ-610 (A&D Engineering) og skildar nidur i Universal 320 skilvindu
(Hettich holding GmbH & Co.). Kjarnsyrumdgnun var framkvaemd i Veriti 96-Well lotuhitara
(Applied Biosystems).

Visar voru leystir upp i TE jafnalausn ad styrkleika 100 uM eftir forskrift fra framleidanda.
Pvi nast voru atbdnar vinnulausnir fyrir hvern visi. Hver vinnulausn var Gtbain i 1,5 ml
mikrotdpu sem innihélt 20 ul af visi & mati 180 ul af TE jafnalausn sem i skamma stund var

hrist saman i idublandara og pvi nast sett i skilvindu vid 11.000 snin./min. i 30 sekdndur.

Stofnlausnir voru utbanar i mis miklu magni fyrir hvert yrki allt eftir pvi hverju var verid ad
stefna ad pa stundina. Fyrir hvert mognunarsyni voru 23 pl teknir af stofnlausn sem
samanstod af eftirfarandi: 2,5 ul TE jafnalausn, 1 ul dNTP, 0,5 ul Taq fjollidara, 18,5 pl
eimad vatn (ddH2O0npic) 0g 0,5 pl af DNA (sja toflu 3). Pessu var svo komid fyrir i



idublandara i nokkrar sekundur og sidan skilid nidur i skilvindu vid 11.000 sndn./min. i 30

sekundur.

Tafla 3. Stofnlausn

Magn
TE Jafnalausn (10 X) 2,5 ul
dNTP 1,0 pl
Tagq fjollidari 0,5 ul
ddH20npLC 18,5 ul
DNA 0,5 pl
Samtals 23,0 pl

Tafla 3 synir magn efna i stofnlausn sem parf i
hverja mégnunarbléndu

Af stofnlausn voru teknir 23 pl og peim hladid i 0,2 pl tlpu, d&samt 1 pl af F-visi og 1 pl af R-
visi. Magnesiumkloéridi (MgCl,, 25 puM) var titrad i mismiklu magni i hvert syni: 0,0 ul; 0,5
pl; 1,0 pl og 1,5 pl (sja toflu 4) til ad athuga hvort pad myndi greida fyrir mdégnun
fjollioarans. Ad pessu loknu var idubléndun endurtekin.

Tafla 4. Mégnunarbléndur

Magn
Stofnlausn 23,0 pl 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
F-visir 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
R-visir 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul 1,0 ul
MgCl; 0,0 ul 0,5 ul 1,0 pl 1,5l

Samtals 25,0 pl 25,5 ul 26,0 pl 26,5 pl

Tafla 4 synir magn efna i einfaldri mdgnunarbléndu med og &n titrunar
MgCl..

Synum var komid fyrir i lotuhitara par sem eftirfarandi ferli for fram:

Stig 1: Upphafleg edlissvipting (e. denaturation). DNA helixinn opnadur med 95 °C i 5

minatur.

Stig 2: Mognun (e. amplification). Lotur pessa stigs eru 40 talsins og i hverri peirra fer fram
eftirfarandi ferlar: edlissvipting vid 95 °C i 40 sek., binding (e. annealing) i 40 sek. og

lenging (e. extension, elongation) vid 68 °C i 1 minutu.



Stig 3. Endanleg lenging vid 68 °C i 7 minGtur

Hitastig bindingar i mdgnunarlotum var breytilegt eftir tilraunum og eru pau tilgreind i t6flu
5. Myndreaena framsetningu @ mognun vid 56 °C (kerfi ss ppd 56 i lotuhitara) méa sja & mynd 2.

Tafla 5. Bindihiti (°C) i mégnunarlotum

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 synir hitastillingar bindinga i lotuhitara eftir gefnu kerfisheiti.

Mynd 2. Mégnunarlotur vid 56 °C (ss ppd 56)

Stigl | Stig 2 Stig 3
x1) | (x40) ; (x1)

95,0° i 950° ;

5:00 | 0:40 ° | °
00 N e
i 0:40 ' i '
| | 10,0°
| | 0

Edlissvipting i Edlissvipting Binding visa Lenging i Lenging Keeling

Stig 1. Upphafleg edlissvipting i 5 minatur vid 95 °C.

Stig 2. Mognunarlotur; edlissvipting vid 95°C i 40 sekdndur, binding visa vid 56°C i 40 sekindur og
lenging vid 68°C i 1 minutu; endurtekid 40 sinnum.

Stig 3. Endanleg lenging vid 68°C i 7 minGtur og hiti svo laekkadur nidur i 10°C.

3.2.5 Rafdrdttur (e. electrophoresis)

Eftirfarandi efni voru notud vid gerd agarosagels og vid rafdratt: Agarose fra Sigma-Aldrich
Co. LLC (her eftir kalladur agarosi), SYBR® Safe DNA Gel Stain fra Thermo Fisher Scientific
Inc. og TAE jafnalausn (1%, pH: 8,5). Fra New England BioLabs Inc. var notast vid Gel
Loading Dye, Blue (6X) (hér eftir kalladur hledslulitur), 1 kb DNA Ladder (hér eftir kalladur 1
kb stigull), 100 bp DNA Ladder (hér eftir kalladur 100 bp stigull).
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Vigtun agarosa var framkvemd med EJ-610 vigt (A&D Company, Limited) og hitun gelsins
for fram i VIP20 AVM600 orbylgjuofni (Whirlpool). Vid rafdratt var notast vid Thermo EC
Midicell® Primo™ EC-330 Horizontal Gel System og EC135-90 spennugjafa (e. power
supply) (Thermo electron corporation). Myndataka for fram i télvutengdum myndaskéap
ImageQuant 300 med innbyggdu Alpha Innotech AIT26D Gtblamaljosabordi med ljospéttnina
302 nm. Hugbunadur sem notadur var vid myndgreiningu fra skapnum var ImageQuant™,
atg. 1.0.0 (GE Healthcare).

Veginn var agarési (sja toflu 6) og hann settur i 200 ml glerflésku dsamt 100 ml af TAE
jafnalausn, efnunum hraert saman og tappi skrdfadur laust a. Floskunni var komid fyrir i
1000W orbylgjuofni og pess geett ad taka floskuna Ut med reglulegu millibili og skaka
lauslega upp i henni par til blandan hafdi brddnad ad fullu. Tappinn var skrafadur fastur &
fléskuna og henni rallad rélega undir kéldu rennandi vatni til keelingar en tappinn reglulega
afskrafadur til ad hleypa Gt hita. petta var gert par til blandan hafdi kolnad nidur i um 60 °C
en pa var 5 pl af SYBRSafe blandad saman vid. Gelbldndunni var hellt i rafdrattarmét (20 x 10
cm) med 22 brunnkémbum (1mm ad pykkt) og hdn Iatin stifna i 15 minatur. Ad pvi loknu var
motid tekid i sundur og gelid sett i larétt rafdrattarteeki sem fyllt var med TAE jafnalausn, svo
flaut yfir.

Tafla 6. Agardsagel ad mismunandi styrkleika

1% gel 1,3% gel

Agaro6si (1%) 109 1,39
TAE jafnalausn (1%) 100 ml 100 ml
SYBRSafe 5,0 ul 5,0 ul

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

6 pl af hledslulit var blandad saman vid hvert mognunarsyni og pvi hladid i sinn brunn. |
hvern viomidunarbrunn var hladid 2 pl af stigli (sja toflu 7).
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Tafla 7. Stiglar

100 bp stigull 1 kb stigull
Hledslulitur 1l 0 ul
100 bp DNA stigull 1pl ol
1 kb DNA stigull 0 ul 2 ul
Samtals: 2 ul 2 ul

Taflan synir magn efna i hverjum vidmidunarbrunni, allt eftir pvi hvorn stigulinn var verid ad nota.

Spennugjafi var stilltur ymist & 40 eda 50 minatur, eftir pvi hvorn stigulinn var verid ad vinna

med hverju sinni (sja toflu 8).

Tafla 8. Stillingar & spennugjafa

Timi Hledsla (mA)  Spenna (V)
40 mindatur 500 100
50 mindtur 500 100

1 kb stigull var keyrdur i 40 minatur en 100 bp i 50 mindtur.

A0 rafdreetti loknum var geli komid fyrir i myndaskap og mynd tekin. Stillingar
myndaskapsins voru eftirfarandi: Filter nr. 2 (fyrir ethidium bromide), ljésop (e. aperture) var
stillt & 4, addrattur (e. zoom) var ymist 15% eda 20% og fokus var stilltur & 99. Lysing (e.
exposure) var stillt 4 -0 1/8 EV (e. exposure value, ev).

3.2.6 Utdrdttur erfdaefnis iir agarésageli (e. DNA extraction)

Utdrattur var framkveemdur med NuceloSpin® Gel and PCR Clean-up efnasetti fra
Macherey-Nagel GmbH & Co., auk ethandls (96-100%). Notast var vid PIPETMAN
Classic™ pipettur i steeroum P2, P10, P20, P100 og P1000 og vid per notadir Sterilized
DIAMOND® Tips TIPACK™ oddar i sterdum DF10ST, DFL10ST, DF30ST og DF1000ST
(Gilson, Inc.). Tapur voru i sterdunum 0,5 ml, 1,5 ml og 2 ml (Sarstedt, Aktlengesellschaft &
Co.). Framkvaemd utdrattarins for fram samkvaemt adferdarlysingum NuceloSpin® Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany, 2014). Utskurdur syna
ar gelplétu for fram & Alpha Innotech Utblamaljésabordi, AIT26D (GE Healthcare) og vigtun
var framkveemd med EJ-610 vigt (A&D Company, Limited). Lausnir voru hristar med

Vortex-Genie 2 idublandara (Scientific Industries, Inc.), skildar nidur i Universal 320
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skilvindu (Hettich holding GmbH & Co.) og hitun syna var framkvaemd med Bio TDB-100
Dry Block hitara (Biosan Inc.).

Utskurdur Gr gelplétu var framkveemdur & Gtblamaljosabordi med ljospéttnina 302 nm og pess
geett ad hafa pann tima i lagmarki til ad skemma ekki erfdaefnid. Videigandi buatar voru
skornir Ut med skurdstofuhnif og peir feerdir med tong, hver i sina 0,5 ml tdpu sem vigtud

hafdi verid fyrir notkun.

Fyrsta skref utdrattarins var ad leysa agardsagelio upp. TUpurnar voru vigtadar ad nyju, nd
med gelbutunum i, og vogu pau 100 mg, 110 mg og 160 mg (vigt tapu fradregin). Tekin var
byngsta talan, hin margféldud med 2 og pannig fékkst Gt pad magn Buffer NTI sem purfti i
hvert syni eda 320 ul sem hladid var med pipettu i hverja tpu. Synin voru sett i hitara vid 50
°C i 10 mindatur og pess geett ad hrista synin a 2-3 minatna fresti i idublandara par til gelio var
ad fullu uppleyst.

Annad skrefid var binding DNA vid himnu spunastlunnar: | 2 ml safntlpu var NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up Column spunasulu komid fyrir og syni hladid par ofan a. bessu var
svo komid fyrir i skilvindu vid 11.000 snun./min. i 30 sekandur, affalli fleygt ur safntipu en

spunasulu svo komid aftur fyrir i safnttpu.

Pridja skref Gtdrattarins folst i pvi ad pvo burtu agarésann. 700 ul af Buffer NT3 var hladio
med pipettu i spunastluna og pessu svo komid fyrir i skilvindu vid 11.000 snun./min. i 30
sekandur. Sem fyrr var affalli fleygt ur safntGpu og spunasulu komid aftur fyrir. pessi

bvottaferill var svo endurtekinn.

Fjorda skrefid var purrkun himnunnar. Safntipa og spunasula voru ad ny sett i skilvindu, nu i
1 minatu & sama snaning sem fyrr. Affalli var fleygt og spunasulu komid fyrir i safntipu sem
sett var i hitara vid 70°C i 2 minatur.

Lokaskref Gtdrattarins félst i pvi ad leysa DNA af himnu spunastlunnar: Ny 1,5 ml tipa var
tekin i notkun og spunasula sett par ofan i. 20 ul af Buffer NE var hladid ofan i spunasulu, hdn
latin standa vid stofuhita i 1 minatu og ad lokum sett i skilvindu vid 11.000 snun./min. i 1
minatu. Afurdir utdrattarins voru settar i frysti vid -4,5°C til geymslu.
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4. Niourstoour

4.1 Nidurstédur kjarnsyrumoégnunar

Visaporin prju voru reynd & yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise. Mismunandi
magni MgCl; var titrad (0,0-1,5 pl) og mishar bindihiti préfadur (50-61°C). MgCl. gaf skyrari
bond og pa sérstaklega i magninu 1,0 og 1,5 pl en almennt reyndust bondin oskyr. Hér fyrir

nedan verdur fjallad um hvert visapar og per svaranir vid peim er komu best at. Allar tilraunir

ma finna i dagbokarfeerslum i vidauka.

4.1.1 Visaparid FR1

Svorun ofangreindra yrkja vid FR1 var vart melanleg nema hja yrkinu Emir (sjad mynd 3) en
par voru skyrustu bondin vid 60°C og 1,0-1,5 pl MgClo.

Mynd 3. Visaparid FR1 og yrkido Emir

5. apr. 2016

Mognunarafurdir

Yrki: Emir, FR1

Hiti: 50-60°C HitahdlIf ; Magn MgCl,
MgCl,: 1-1,5

100 bp 100 bp
stigull stigull

Bond synileg rétt fyrir ofan 400 bp

Myndin synir yrkid Emir med visaparinu FR1 vid misjafna titrun MgCl2 og hitastig frd 50-60°C. Skyrustu bdndin voru vid
60°C (brunnar merktir N;1 og N; 1,5 en bokstafur merkir hita og tolugildi fyrir aftan bdkstaf merkir magn MgClz).
Visaparinu var &tlad ad skila 414 bp butum og eru bdndin synileg rétt ofan vid 400 bp band stiguls.

4.1.2 Visaparid FR2

Emir syndi skyrasta band vid 53°C og 1,5 ul af MgCl: (sj&d mynd 4), pad skorid Gt og geymt i
frysti vid -4,5°C.
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Mynd 4. Visaparido FR2 og yrkid Emir

2. apr. 2016
Mdognunarafurdir
Yrki: Emir, FR2

Hiti: 53°C

MgCl,:

100bp 100bp
stigull stigull

Myndin synir rafdrattarmynd af yrkinu Emir med visapérunum FR1 og FR2 vid 53°C og misjafna titrun MgCl. (t6lustafir
fyrir ofan hverja linu merkir magn MgClz i syni. X merkir tomt holf). FR1 mistdkst (stigli blandad 6vart saman vid) en FR2
syndi svorun vid titrun & bilinu 0,5-1,5 og var visaparinu a&tlad ad skila 423 bp batum og sast skyrasta svérunin milli 400 og
500 bp bond stigulsins.

Maskin, Opal, Tunga og Lise syndu heldur daufari bond en ekki var hagt ad mynda vegna
sambandsleysis i myndaskap. Bond voru skorin ar gelinu og pau geymd i frysti vid -4,5°C.

Eftir Gtdratt ur geli voru afurdirnar rafdregnar en engin bénd urdu synileg.

4.1.3 Visapario FR3

Emir syndi skyrustu bdndin vid 56°C og titrun MgCl. & bilinu 0,5-1,5 pl. DNA utdréttur var
framkvaemdur & pessum béndum og afurdir rafdregnar (sja mynd 5).

Mynd 5. Visaparido FR3 med yrkinu Emir

11. jan. 2016 12. jan. 2016

Mognunarafurdir fra 8. jan. Mognun utdrattarafurda fra 8.jan: 2016
Yrki: Emir, FR3 Yrkj: Emir; FR3
Hiti: 56°C Hiti: 56°C

MgCl,: MgCl,:0,5 1 1,5

- @ 500 bp

1kb

1 kb 1 kb
stigull

stigull stigull

Mynd 5 er samsett. SU fremri (11. jan. 2016) synir yrkid Emir med visaparinu FR3 vid 56°C og misjafna titrun MgCl:
(tolustafir fyrir ofan hverja linu merkir magn MgClz i syni). Visaparinu var &tlad ad skila 331 bp butum og sjast skyrustu
béndin fyrir nedan 500 bp band stiguls. Su aftari (12. jan. 2016) synir Gtdrattarafurdir sému syna.

Maskin, Opal, Tunga og Lise syndu skyrustu béndin vid 1,5 pl MgCl; og hitann 56°C, 58°C
0g 60°C (sja mynd 6). Bond voru skorin ut fyrir yrkin Opal, Tunga og Lise vid 56°C og 58°C,

auk 60°C hja Opal og Tunga. Rafdrattur a pessum afurédum skiladi engri nidurstdou.
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Mynd 6. Visaparid FR3 med yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise

9. apr. 2016

Mognunarafurdir

Yrki: Maskin, Opal, Tunga og Lise, FR3

Hiti: 50-60°C

Mgc|2: 1,5 Maskin

K

100bp 100bp / / / 100bp
2 stigull
stigull

igull
stey 56°C, 58°C 0g 60°C

L. 4

-
100bp 100bp 100bp
stigull

stigull stigull
56°C, 58°C og 60°C 56°C og 58°C

Mynd 6 er samsett. SU efri synir yrkin Maskin og Opal med visaparinu FR3 vid 50-60°C (bdkstafir fyrir ofan hverja linu
merkir hitastig) og 1,5 pl af MgClz. St nedri synir yrkin Tunga og Lise vid sému adstedur. Visaparinu var &tlad ad skila 331
bp butum og sjast skyrustu béndin fyrir nedan 500 bp band stiguls.

4.2 Nidurstodur DNA einangrunar

DNA var einangrad ar fjorum yrkjum, Asplund, Brage, Triumph og Wolmari. A mynd 7 sjést
rafdregnar afurdir einangrunarinnar.

Mynd 7. Rafdrattur & afurdum DNA einangrunar

23. apr. 2016

Afurdir DNA einangrunar
Yrki: Asplund, Brage, Triumph og Wolmari

Asplund Brage Triumph Wolmari

o -

Myndin synir afurdir DNA einangrunar & yrkjunum Asplund, Brage, Triumph og Wolmari.
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5. Umraour

Erfdaefni ar yrkjunum Maskin, Opal, Binder, Emir, Tunga og Lise hafdi &dur verid einangrad
fyrir annad verkefni vid haskolann og var pad nytt i pessu verkefni, fyrir utan yrkid Binder
sem fannst ekki. Frae voru fengin 6. april 2016 fyrir Asplund, Brage, Triumph og pann 7. april
fyrir Wolmari, peim sad og erfdaefni peirra einangrad. Vid 6flun og jofnun pléntuvefja voru
pau fravik ad plontuvefur var Iatinn porna i silica geli i isskap i nokkra daga i stad samdagurs
i fljotandi kofnunarefni og eftir nanari athugun er liklegt ad pad hafi haft neikveed ahrif &

einangrunarafurdirnar.

Megin ahersla var 16gd a ad vinna med pau visapor (adallega FR3) er reyndust best & yrkinu
Emir en erfdaefni pess var adgengilegt fra fyrsta degi og var profad téluvert adur en erfdaefni
hinna yrkjanna vard adgengilegt. Svorun visanna var almennt i slakara lagi og bénd voru alla
jafna dauf. Profad var ad auka magn DNA i stofnlausnum, ar 0,5 ul i 1,0 pl og minnka magn
Taq fjollidara ur 0,5 pl nidur i 0,2 pl (sja dagbokarfeerslur i vidauka) en pad skiladi ekki jafn

g6dum béndum og stofnlausnin sem getid er i kaflanum um kjarnsyrumégnun (sjé toflu 3).

Timarammi verkefnis var midadur vid ad allt gengi upp i fyrstu tilraun; ad 6ll efni (visar
0.ph.) virkudu saman en vegna bilana i ymsum teekjabdnadi, var ekki haegt ad lita fram hja pvi
ad hann atti mogulega patt i slakri svorun og pvi urdu endurtekningarnar svo margar i stad
bess ad snua ser mogulega ad honnun nyrra visa. Einnig var profad ad nota DNA sem hafdi
verid pynnt tifallt med TE jafnalausn en sa tilraun skiladi mjog daufum bondum en samt
greinanlegum og er s& moguleiki fyrir hendi ad of litid af pynningarlausninni hafi verid notad
(sja dagbdkarfaerslur 23. april 2016) og veeri pvi vel pess vert ad endurtaka pessa tilraun adur

en radist verdur i ad hanna nyja visa.
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9. Vidauki
9.1 Dagbodkarfaerslur
16. névember 2015

Yrkid Emir préfad. Visar voru paradir saman i prjar 0,2 ml tapur (FR1, FR2 og FR3); 1 ul af
F-visi & méti sama magni af R-visi os.frv. 23 pl af stofnlausn (sja toflu 9) sett i hverja peirra

(samtals 69 ul af stofnlausn i 3 glésum).

Tafla 9. Hvarfefni FR1, FR2 og FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 16. név. 2015

x1 x4
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 10,0 ul
dNTP 1,0 pl 4,0 ul
Taq fjollidari 0,5 pl 2,0l
ddH20wpLc 18,5 pl 74,0 pl
DNA 0,5 ul 2,0l
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 92,0 ul
F-visir 1,0 ul 4,0 ul
R-visir 1,0 ul 4,0 ul
Mégnunarblanda samtals: 25,0 ul 100,0 pl

Syni sett i lotuhitara sem stilltur var a 56 °C (sj& mynd 2). Ad mdgnun lokinni var synum

komid fyrir i keeli vid 4 °C yfir nétt og pau rafdregin naesta dag.

17. nbvember 2015

Maognunarafurdir fr4 deginum &dur rafdregnar a 1% agaré6sageli i 40 minuatur vido 100 V og

500 mA. Engin bdnd voru synileg eftir rafdrattinn (sja mynd 8).
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Mynd 8. Rafdrattur FR1, FR2 og FR3 mognunarafurda pann 16. névember 2016

17. név. 2015

Rafdregnar moégnunarafurdir fra 16. nov.
Yrki: Emir, FR1, FR2 og FR3
Hiti: 56°C

ER1CNER2ZEERS

1kb 1kb

stigull stigull

Myndin synir rafdregnar mégnunarafurdir visaparanna FR1, FR2 og FR3 & yrkinu Emir. Engin bénd synileg.

8. januar 2016

Yrkid Emir profad ad nyju med FR1, FR2 og FR3. Hvert visapar fékk uthlutad fjorum 0,2 ml
tapum sem i voru sett 1 pl af F-visi @ moti sama magni af R-visi os.frv. 23 pl af stofnlausn var

svo beett i hverja peirra (sja toflu 10).

Akvedid var ad profa ad titra MgClz i mis miklu magni i hvert syni til ad sja hvort pad hefdi
ahrif & virkni fjéllidarans: 0,0 pl; 0,5 pl; 1,0 pl og 1,5 pl.

Tafla 10. Hvarfefni FR1, FR2 og FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 8. jan. 2016

x1 x 13
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 32,5 ul
dNTP 1,0 ul 13,0 ul
Taq fjollioari 0,5 ul 6,5 ul
ddH20wpLc 18,5 pl 240,5 pl
DNA 0,5 ul 6,5 ul
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 299,0 pl
F-visir 1,0 pl 13,0 ul
R-visir 1,0 ul 13,0 ul
Mégnunarblanda samtals: 25,0 ul 325,0 pl

Syni sett i lotuhitara sem stilltur var & 56 °C (sj& mynd 2). Ad mognun lokinni var synum
komid fyrir i frysti vid -4,5°C og pau rafdregin 11. januar 2016.

11. januar 2016

24



Mdognunarafurdir fra 8. jantar rafdregnar i 40 minuatur vid 100 V og 500 mA. FR3 med 0,5 til
1,5 pl af MgCl., syndi greinanleg bond nedan vid nedstu mork stiguls sem synir ad lengd
batanna eru undir 500 bp ad lengd en FR3 var &tlad ad skila batum upp & 313 bp. Bestu
nidurstéduna gaf pad syni sem 1 pl af MgCl. hafdi verid titrad i (minnstu leifarnar) (sja mynd
9).

Mynd 9. Rafdrattur FR1, FR2 og FR3 mognunarafurda pann 11. jantar 2016

11. jan. 2016

Rafdregnar mognunarafurdir fra 8. jan.
Yrki: Emir, FR1, FR2 og FR3

Hiti: 56°C

FR1 FR2
MgCl,: 0 05 1 5 0 05

1 kb
stigull

Myndin synir mégnunarafurdir fra 8. jantar par sem visaporin FR1, FR2 og FR3 voru profud & yrkinu Emir vid 56°C. EKKi
sdust greinanleg bond, hvorki hja FR1 né FR2 en FR3 syndi skyr bond vid titrun & bilinu 0,5-1,5, best vid 1,0 pl af MgCl:
(minnstu leifarnar). FR3 var @tlad ad skila 331 bp.

Ofangreind prja bond skorin ur geli, pau sett i sérmerktar tupur og geymd i frysti vid -4,5°C
yfir nott. Préfa naest ad leekka millihita i mégnuninni til ad athuga hvort pad hafi ahrif a FR1
og FR2 (gert 1. april 2016).

12. januar 2016

Utdrattur erfdaefnis ur geli fra deginum adur samkveaemt leidbeiningum NuceloSpin® Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel GmbH & Co, 2014). Syni vogu 100 mg, 110 mg og 160 mg.
[ 1id 1 i leidbeiningum er talad um ad magn NTI skyldi vera 200 pl & méti 100 mg af geli.
Tekin var pyngsta talan, hin margféldud med 2 og pannig fékkst Ut pad magn NTI sem purfti
i hvert syni eda 320 pl i hvert. 1 1id 5 er talad um 15-30 pl af Buffer NE i hvert syni en hér
voru 20 pl notadir. Fravik fra leidbeiningum voru eftirfarandi: I lidum 2 og 3 voru syni skilin
nidur i 50 sekundur i stad 30.

Er Gtdreetti var lokid, var 4 pl af hverju syni blandad saman med 1 ul af hledslulit & Parafilm
blondunarfilmu og peim hladid i brunna. Rafdregid i 40 minutur vid 100 V og 500 mA. Dauf
strik komu i 1jés fyrir nedan nedstu 1 kb stiguls sem gefa til kynna ad bdtarnir eru undir 500
bp ad lengd. Pad kemur heim og saman pvi FR3 atti ad spanna 331 bp. Greinanlegasta strikid
var i pvi syni sem titrad hafoi verid 1,5 pl af MgCl. (sja mynd 10).
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Mynd 10. Rafdrattur FR3 Gtdrattarafurda pann 12. jantar 2016

12. jan. 2016

Mognun utdrattarafurda fra 8.jan. 2016

Yrki: Emir, FR3 - -
Hiti: 56°C

MgCl,:0,5 1 1,5

= L J
Y @ 500 bp

1 kb 1 kb
stigull stigull

Myndin synir mgnun Utdrattarafurda FR3 og yrkisins Emir fra 8. jandar. Visaparinu var &tlad ad skila 313 bp butum og sjést
bdnd afurdanna fyrir nedan 500 bp band stiguls.

Gel skorin ut, pau sett i sermerktar tpur og peaer geymdar i frysti vid -4,5°C.

1. april 2016

FR2 og FR3 voru préfadir ad nyju a yrkinu Emir. Hvort visapar fékk uthlutad einni 0,2 ml
tlpu sem i var baett videigandi visum; 1 pl af F-visi & moti sama magni af R-visi o0s.frv. 23 pl
af stofnlausn var svo bett i tapurnar (sja toflu 11).

Tafla 11. Hvarfefni FR2 og FR3 kjarnsyrumaognunar pann 1. april 2016

x1 X3

TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 7,5 ul
dNTP 1,0 pl 3,0pl
Tagq fjollioari 0,5 ul 1,5 ul
ddH20HpLc 18,5 pl 55,5 ul
DNA 0,5l 1,5 ul
Stofnlausn samtals: 23,0 pl 69,0 pl

F-visir 1,0 pl 3,0l
R-visir 1,0 pl 3,0l
Mégnunarblanda samtals: 25,0 ul 75,0 ul

Akvedid var ad profa ad titra 1 pl af MgCl. i hvort syni og setja millihita & 52°C pvi pad hafdi
gefid goda raun hja FR3 (sja mynd 11).
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Mynd 11. Mégnunarlotur vid 52°C (ss ppd 52)

Stigl | Stig 2 Stig 3
(x1) i (x40) i (x1)

950° ! 950° |

5:00 | 0:40 ° | °
T N\ e
i 0:40 ' i '
| | 10,0°
| | 0

Edlissvipting i Edlissvipting Binding visa Lenging i Lenging Keeling

Stig 1: Upphafleg edlissvipting i 5 minGtur vid 95 °C.

Stig 2: Mdgnunarlotur; edlissvipting vid 95°C i 40 sekundur, binding (e. annealing) visa vid 52°C i 40
sekdndur og lenging vid 68°C i 1 minutu; endurtekid 40 sinnum.

Stig 3: Endanleg lenging vid 68°C i 7 minutur og hiti svo leekkadur nidur i 10°C.

Rafdregid & 1% agardsageli i 40 minGtur vid 100 V og 500 mA. EKKi sdust nein bond i petta
sinn (sja mynd 12). Vegna mistaka setti ég 1 pl af hledslulit i hvort syni i stad 6 pl. Veit ekki

hvort pad hafi drslitaahrif.

Mynd 12. Rafdrattur FR2 og FR3 mdgnunarafurda pann 1. april 2016

1. apr. 2016
Mognunarafurdir
Yrki: Emir, FR1 og FR2
Hiti: 52°C

FR1  FR2
MgCly: 1 1

100 bp 100 bp
stigull stigull

Myndin synir mégnunarafurdir FR1 og FR2 med yrkinu Emir vid 52°C. Engin marktaek bond.

Profa nast ad haeekka millihita mégnunar upp i 53 °C

2. april 2016

FR2 og FR3 voru profadir ad nyju a yrkinu Emir, na & heerra hitastigi en daginn adur og titrun

a MgCl, fra 0-1,5 pl. Hvort visapar fékk uthlutad fjorum 0,2 ml tipum sem i var bett
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videigandi visum; 1 pl af F-visi a méti sama magni af R-visi o0s.frv (sja t6flu 12). Mismunandi

magni af MgCl» var titrad i tdapurnar: 0,0 ul; 0,5 pl; 1,0 pl og 1,5 pl. 23 pl af stofnlausn var

svo beett vid hverja og eina.

Tafla 12. Hvarfefni FR2 og FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 2. april 2016

x1 x 10
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 25,0 ul
dNTP 1,0 10,0 pl
Tagq fjollioari 0,5 ul 5,0 ul
ddH20HpLc 18,5 ul 185,0 ul
DNA 0,5 pl 5,0 pl
Stofnlausn samtals: 23,0 pl 230,0 pl
F-visir 1,0 ul 10,0 pul
R-visir 1,0 ul 10,0 pl
Maoégnunarblanda samtals: 25,0 ul 250,0 pl
Syni sett i lotuhitara sem stilltur var & 53 °C (sj& mynd 13).
Mynd 13. Mdégnunarlotur vid 53°C (ss ppd 53)
Stigl Stig 2 Stig 3
(x1) (x40) | (x1)
95,0° i 950° !
500 ! 0:40 o ! o
: 53,0° P
i 0:40 ’ i ’
| | 10.0°
| | 0
Edlissvipting i Edlissvipting Binding visa Lenging i Lenging Keeling

Stig 1: Upphafleg edlissvipting i 5 minGtur vid 95 °C.

Stig 2: Mdgnunarlotur; edlissvipting vid 95°C i 40 sekundur, binding (e. annealing) visa vid 53°C i 40
sekdndur og lenging vid 68°C i 1 minGtu; endurtekid 40 sinnum.

Stig 3: Endanleg lenging vid 68°C i 7 minGtur og hiti svo leekkadur nidur i 10°C.

Rafdregid i 40 minutur vid 100 V og 500 mA. Vegna mistaka urdu syni visapars FR1 onyt en

FR2 syndu greinanleg bond en p6 med miklum leifum. Skyrasta bandid var i pvi syni er titrad
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hafdi verid med 1,5 pl af MgCl2 (sja mynd 14). Endurtaka parf pvi FR1 og profa ad haekka
hitann badi hja FR1 og FR2.

Mynd 14. Rafdrattur FR1 og FR2 mégnunarafurda pann 2. april 2016

2. apr. 2016

Mognunarafurdir
Yrki: Emir, FR1 og FR2
Hiti: 53°C

R1

e
wv

oy

A

1
L4
S
L —
-
— Ce—

=
o

(=)

o
el

100bp 100bp 100bp
stigull stigull stigull

Myndin synir rafdrattarmynd af yrkinu Emir med visapérunum FR1 og FR2 vid 53°C og misjafna titrun MgCl2 (t6lustafir
fyrir ofan hverja linu merkir magn MgClz i syni. X merkir tdmt holf). FR1 mistokst (stigli blandad 6vart saman vid) en FR2
syndi svorun vid titrun & bilinu 0,5-1,5 og var visaparinu etlad ad skila 423 bp bitum og sast skyrasta svorunin milli 400 og
500 bp bdnd stigulsins.

3. april 2016

FR1 var endurtekid fra 2. april 4 yrkinu Emir og titrad var sem fyrr (MgCl, fra 0-1,5 pl). |
fjorar 0,2 ml tapur var beett videigandi visum; 1 pl af F1-visi & mdti sama magni af R1-visi.
23 pl af stofnlausn var svo beett vid hverja og eina (sja toflu 13). Mismunandi magni af MgCl.

var titrad i tapurnar: 0,0 ul; 0,5 pl; 1,0 pul og 1,5 pl.

Tafla 13. Hvarfefni FR1 kjarnsyrumdgnunar pann 3. april 2016

x1 X5
TE jafnalausn (10 X) 2,5l 12,5 ul
dNTP 1,0 pl 5,0 pl
Taq fjollidari 0,5l 2,5ul
ddH20wpLc 18,5 pl 92,5 ul
DNA 0,5l 2,5ul
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 115,0 pl
F-visir 1,0 ul 5,0 ul
R-visir 1,0 ul 5,0 ul
Madégnunarblanda samtals: 25,0 ul 125,0 pl
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Syni sett i lotuhitara sem stilltur var 4 53 °C (sja mynd 13).

Maognunarafurdir rafdregnar i 40 mindtur vid 100 V og 500 mA. Einhver henti gelinu og parf
pbvi ad endurtaka pessa tilraun.

4. april 2016

Tilraun fra 3. april endurtekin i pridja sinn. Mistok voru gerd i fyrstu tilraun pann 2. april og
begar hun var endurtekin degi seinna, hafdi gelinu verid hent. Veik bond saust milli 500 og
400 bp vidmidunarbond stiguls. Skyrasta bandid var hja pvi syni er hafdi verid titrad med 1,5
pl af MgCl> (sja mynd 15).

Mynd 15. Rafdrattur FR1 mdgnunarafurda pann 4. april 2016

4. apr. 2016
Mognunarafurdir
Yrki: Emir, FR1 og FR2
Hiti: 53°C

FR1
MgC,: 0 05 1 15

10\0pb 100pb 100pb
stigull stigull stigull

Dauf svérun milli 400 og 500 bp

Myndin synir mdgnunarafurdir FR1 og FR2 med yrkinu Emir vid 53°C og 0-1,5 pl MgCl.. FR1 var @tlad ad skila 414 bp
butum og saust dauf bond & milli 400 og 500 bp stiguls. FR2 var &tlad ad skila 423 bp en engin merkjanleg bénd saust.

5. april 2016

FR1 og FR2 var endurtekid fra 2. april & yrkinu Emir. Lotuhitari stilltur a sex mismunandi
millihita (e. heat gradient) og titrad var sem fyrr (MgCl> fra 0-1,5 ul). FR1 var sett i tuttugu
og fjorar 0,2 ml tapur og jafn margar fyrir FR2; 1 ul af F-visi & moti sama magni af R-visi og
23 pl af stofnlausn var svo bett vid hverja og eina (sja toflu 14). Mismunandi magni af MgCl.

var titrad i tapurnar: 0,0 ul; 0,5 pl; 1,0 pul og 1,5 pl.
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Tafla 14. Hvarfefni FR1 og FR2 kjarnsyrumdgnunar pann 5. april 2016

x1 x50
TE jafnalausn (10 X) 2,5l 125,0 pl
dNTP 1,0 pl 50,0 pl
Tagq fjollioari 0,5 ul 25,0 ul
ddH20mpLc 18,5 pl 925,0 pl
DNA 0,5ul 25,0 pl
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 1.150,0 pl
F-visir 1,0 ul 50,0 ul
R-visir 1,0 ul 50,0 ul
Maégnunarblanda samtals: 25,0 ul 1.250,0 pl

Syni sett i lotuhitara sem stilltur var & mismunandi millihita (sj& mynd 16).

Mynd 16. Mdgnunarlotur vid 50-60°C (ss ppd grad)

Stigl |
(x1) i
950° : 950°
500 | 0:40
Edlissvipting i Edlissvipting

Stig 2
(x40)

Flex
0:40

Binding visa

Stig 3
; (x1)
68.0° | 68.0°
1:00 © 7:00
10.0°
i 0
Lenging i Lenging Keeling

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

Stig 1: Upphafleg edlissvipting i 5 mindtur vid 95 °C.

Stig 2: Mdognunarlotur; edlissvipting vid 95°C i 40 sek(ndur, binding (e. annealing) visa eftir
mismunandi stadsetningu i teki (1:50, J:52, K:54, L:56, M:58, N:60) i 40 sekdndur og lenging vid 68°C i

1 minGtu; endurtekid 40 sinnum.

Stig 3: Endanleg lenging vid 68°C i 7 minGtur og hiti svo leekkadur nidur i 10°C.

Mdognunarafurdir rafdregnar a 1,3% agarosageli i 40 minatur vid 100 V og 500 mA. Dauf

bénd saust hja FR1 milli 500 og 400 bp vidmidunarbénd stiguls. 1 flestum hitah6lfum séust

adeins greinilegri bond hja FR1 vid 1,0 og 1,5 pl titranir. Skyrustu béndin komu vid 60 °C

(sja mynd 17). FR2 syndi engin skyr bond (sja mynd 18).
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Mynd 17. Rafdrattur FR1 mdgnunarafurda pann 5. april 2016

5. apr. 2016

Mognunarafurdir

Yrki: Emir, FR1

Hiti: 50-60°C Hitahdlf ; Magn MgCl,
MgCl,: 0-1,5

—

C— Linur milli
> 400 og 500 bp

100bp 100bp
stigull stigull

BUSENIT5 0 K15 ;1,5 M;1,5 N;1,5

Linur milli - _—SSS
400 og 500 bp

100bp 100bp
stigull stigull

Myndin synir FR1 og yrkid Emir vid 50-60°C og titrun MgCl: & bilinu 0-1,5 pl. Bokstafir fyrir ofan syni merkir hitastig og
tolustafur par fyrir aftan, merkir magn MgCl.. Visaparinu var @tlad ad skila 414 bp butum og saust veik bond milli 400 og
500 bp stiguls. Skyrustu béndin voru vid 60°C og titrun & bilinu 1-1,5 pl.
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Mynd 18. Rafdrattur FR2 moégnunarafurda pann 5. april 2016

5. apr. 2016

Mognunarafurdir

Yrki: Emir, FR2 o
Hiti: 50-60°C Hitahdlf ; Magn MgCl,

MgCl,: 0-1,5

1;0 J;0 K0 7 : . ;0,5 J;0,5 K;0,5 L;0,5 M;0,5 N;0,5

100bp 100bp
stigull stigull

;1,5 J1,5 K;1,5 L;1,5 M;1,5 N;1,5

D ]

-

100bp
stigull

Myndin synir FR2 vid 50-60°C og titrun MgCl: & bilinu 0-1,5 pl. Bokstafir fyrir ofan syni merkir hitastig og télustafur par
fyrir aftan, merkir magn MgClz. Engin merkjanleg bond séust.

Vegna bilunar i Gtblamaljésabordi voru gelplétur geymdar i plasti i keeli yfir nott — ekkert sast
a ljésabordi 6.april og er pad liklega vegna pess ad ploturnar hafa ekki polad geymsluna. pvi

var ekkert skorid Ut.
6. april 2016
Erfdaefni yrkjanna Maskin, Opal, Tunga og Lise fékkst afhent auk freeja yrkjanna Asplund,

Brage og Triumph sem var sad pennan dag (4 frae fra hverju yrki).

Breytilegur hiti préfadur @ Emir og FR3 til ad athuga hvort einhver annar hiti gefist betur.
FR3 var sett i tuttugu og fjorar 0,2 ml tapur; 1 pl af F-visi & mo6ti sama magni af R-visi og 23
pl af stofnlausn var svo beatt vid hverja og eina (sja toflu 15). Mismunandi magni af MgCl»

var titrad i tupurnar: 0,0 pl; 0,5 pl; 1,0 pl og 1,5 pl.
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Tafla 15. Hvarfefni FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 6. april 2016

x1 x 25

TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 62,5 ul
dNTP 1,0 pl 25,0 pl
Tagq fjollioari 0,5 ul 12,5 ul
ddH20mpLc 18,5 pl 462,5 pl
DNA 0,5l 12,5 ul
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 575,0 pl

F-visir 1,0 ul 25,0 ul
R-visir 1,0 ul 25,0 ul
Maégnunarblanda samtals: 25,0 ul 625,0 pl

Syni sett i lotuhitara sem stilltur var & mismunandi millihita (sj& mynd 16). Mognunarafurdir
rafdregnar & 1,3% agardsageli i 40 minudtur vid 100 V og 500 mA. FR3 med MgCl 1,5 &
hitanum 60°C gaf skyrasta bandid en pé nokkud af leifum. Sama magn af MgCl; vid hitann
56°C gaf minnstu leifarnar (sja mynd 19). Syni skorin Gt vid MgCl2: 1,5 og millihita 50°C og
60°C og pau geymd i frysti vid -4,5°C.
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Mynd 19. Rafdrattur FR3 mdgnunarafurda pann 6. april 2016

6. apr. 2016

Ggnunarafurdir
Emir, FR3 MgCl,: 0-1,5
0°C

Hitahdlf ; Magn MgCI2

M;0 N;0 1;0,5 J;0,5 K;0,5 L;0,5

100bp
stigull

Bond milli
400 og 300 bp

100bp 100bp 100bp

stigull stigull stigull
Myndin synir FR3 og yrkid Emir vid 50-60°C og titrun MgCl: & bilinu 0-1,5 pl. Békstafir fyrir ofan syni merkir hitastig og
tolustafur par fyrir aftan, merkir magn MgCl.. Visaparinu var &tlad ad skila 331 bp og saust mis daufar linur eftir hitastigi og
titrun. FR3 med 1,5 pl af MgCl2 vid 60°C gaf skyrasta bandid en p6 nokkud af leifum. Sama magn af MgCl. vid hitann 56°C
gaf minnstu leifarnar.

FR1 og FR2 endurtekid & Emir en préfad var ad breyta hlutféllum i stofnlausn; minna magn
Taq fjollidara, meira af DNA og MgClz na ordinn hluti af stofnlausn. Hvarfmagn i hverri tapu

var einnig minnkad ar 25 pl nidur i 12,5 pl (sja toflu 16).
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Tafla 16. Hvarfefni FR1 og FR2 kjarnsyrumdgnunar pann 6. april 2016

x1 X 8
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 20,0 ul
dNTP 1,0 pl 8,0 ul
Tagq fjollioari 0,2 ul 1,6 ul
ddH20mpLC 16,8 pl 134,4 pl
DNA 1,0 ul 8,0 ul
MgCl, 1,5 ul 12,0 ul
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 184,0 ul
F-visir 1,0 ul 8,0 ul
R-visir 1,0 ul 8,0 ul
Maégnunarblanda samtals: 25,0 ul 200,0 pl

Hvort visapar fékk sex 0,2 ml tpur og mismunandi

20).

millihiti profadur, ni 51-61°C (sja mynd

Mynd 20. Mdgnunarlotur vid 51-61°C (ss ppd grad 51-61)

Stigl |
x1)
950° : 950°
500 | 0:40
Edlissvipting i Edlissvipting

Stig 2
(x40)

Flex
0:40

Binding visa

Stig 3
; (x1)
68.0° | 68.0°
1:00 | 7:00
10.0°
i 0
Lenging i Lenging Keling

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

Stig 1: Upphafleg edlissvipting i 5 minGtur vid 95 °C.

Stig 2: Mdognunarlotur; edlissvipting vid 95°C i 40 sekdndur, binding (e. annealing) visa eftir
mismunandi stadsetningu i teki (1:51, J:53, K:55, L:57, M:59, N:61) i 40 sekindur og lenging vid 68°C i

1 minGtu; endurtekid 40 sinnum.

Stig 3: Endanleg lenging vid 68°C i 7 minutur og hiti svo leekkadur nidur i 10°C.

Mdognunarafurdir rafdregnar a 1% agarosageli i 40 minutur vid 500 mA og 100 V. Engin boénd

urdu synileg (sja mynd 21).
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Mynd 21. Rafdrattur FR1 og FR2 mégnunarafurda pann 6. april 2016

6. apr. 2016
Mognunarafurdir
Yrki: Emir, FR1 og FR2
Hiti: 51-61°C

MgCl,: 1,5

100pb
stigull

Myndin synir FR1 og FR2 med yrkinu Emir vid 51-61°C og 1,5 pl af MgCl.. Bokstafir fyrir ofan syni merkja hitastig. Engin
bénd synileg.

7. april 2016

Free yrkisins Wolmari fékkst afhent og pvi sad (fjorum fraejum).

8. april 2016

FR2 og FR3 reynt a yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise. Préfad var ad breyta hlutféllum i
stofnlausn; minna magn Tagq fjollidara, meira af DNA og MgCl2 na ordinn hluti af stofnlausn
(sja toflu 17).

Tafla 17. Hvarfefni FR2 og FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 8. april 2016

x1 x 10
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 25,0 ul
dNTP 1,0 ul 10,0 ul
Taq fjollidari 0,2 pl 2,0l
ddH20wpLc 16,8 pl 168,0 pl
DNA 1,0 pl 10,0 pl
MgCl, 1,5 ul 15,0 ul
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 230,0 pl
F-visir 1,0 ul 10,0 pl
R-visir 1,0 ul 10,0 pl
Madégnunarblanda samtals: 25,0 ul 250,0 pl
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Hvert yrki fékk tveer 0,2 ml tupur sem notadar voru undir sitt hvort visaparid. Tupurnar settar
i lotuhitara vid 53°C (sjd mynd 13) (mistdk - &tladi ad hafa pad 56°C). Mognunarafurdir
rafdregnar & 1% agardsageli i 40 minatur vid 500 mA og 100 V.

Maskin syndi enga svorun hja hvorugu visaparinu. Tunga og Lise syndu svérun vid badum og

Opal vid FR3 (sja mynd 22). Engin mynd nadist af FR2 vegna sambandsleysis i myndaskap.

Bond skorin Ur geli og einangrun framkvemd sem fyrr &samt sému fravikum, nema i petta
sinn var pyngsta synid 0,15 g og var pvi 300 pl af NTI beett i hvert syni (150 pl x 2 = 300pl).
Auk pessara fravika var 30 ul af buffer NE notad i hvert syni. Afurdir Gtdrattarins rafdregnar

pann 12. april 2016, an arangurs (sja mynd 26).

9. april 2016

FR3 profad & yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise. Moégnunarbldnduhlutféll eins og daginn
aaur (sja toflu 18).

Tafla 18. Hvarfefni FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 9. april 2016

x1 x 25
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 62,5 pl
dNTP 1,0 pl 25,0 ul
Tagq fjollidari 0,2 ul 5,0 ul
ddH20HpLc 16,8 ul 420,0 pl
DNA 1,0 ul 25,0 pl
MgCl, 1,5 ul 37,5l
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 575,0 pl
F-visir 1,0 ul 25,0 ul
R-visir 1,0 ul 25,0 ul
Mégnunarblanda samtals: 25,0 ul 625,0 pl

Hvert syni fékk sex 0,2 ml tapur fyrir mismunandi millihita a bilinu 50-60°C (sja mynd 20).
Helmingur hvers synis var rafdregid & 1% agardsageli i 40 minGatur vid 500 mA og 100 V.
Skyrustu béndin voru hja Opal og Tunga vid 56°C, 58°C og 60°C og Lise vid 56°C og 58°C.
Maskin syndi ekki merkjanleg bond (sja mynd 22).
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Mynd 22. Rafdrattur FR3 mdgnunarafurda pann 9. april 2016

9. apr. 2016

Mognunarafurdir

Yrki: Maskin, Opal, Tunga og Lise, FR3

Hiti: 50-60°C Maskin
MgCl,: 1,5

J— -

100bp 56°C, 58°C og 60°C 100bp

100bp stigull stigull

stigull

-~
/- !

100bp 56°C, 58°C og 60°C 100bp 56°C og 58°C 100bp
stigull stigull stigull

Myndin synir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Tunga og Lise vid 50-60°C og 1,5 pl MgCl.. Visaparinu var &tlad ad skila 331 bp
og séaust mis dauf bond en p6 merkjanleg hja peim prem sidastnefndu. Skyrustu béndin voru hja Opal og Tunga vid 56°C,
58°C og 60°C og Lise vid 56°C og 58°C.

Bond skorin Gt vio 56°C og 58°C fyrir Opal, Tunga og Lise, auk bands vid 60°C hja Opal.
Utdrattur framkveaemdur eins og 4dur 4samt fravikum sem fyrr er getid. Pyngsta synid vo6 0,12
g og pvi var 240 pl af NTI bett i hvert syni. Utdréttarafurdirnar voru rafdregnar &
hefdbundinn méta pann 11. april en gelid datt i golfio og pvi purfti ad endurtaka rafdrattin
pann 12. april (sja mynd 25).

11. april 2016

Utdrattarafurdir fra 9. april rafdregnar en gel datt i goIfid og rafdrattur endurtekinn nesta dag.

FR3 reynt a nyjan leik & yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise. Profad ad breyta
maognunarblondu enn & ny p.e. ad minnka magn Taq fjollidarans nidur i 0,2 pl magn DNA i
0,5 pl (sja toflu 19).

39



Tafla 19. Hvarfefni FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 11. april 2016

x1 x31
TE jafnalausn (10 X) 2,5l 77,5l
dNTP 1,0 pl 31,0 ul
Tagq fjollioari 0,2 ul 6,2 ul
ddH20mpLc 17,3 pl 536,3 pul
DNA 0,5ul 15,5 ul
MgCl, 1,5 ul 46,5 pl
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 713 ul
F-visir 1,0 ul 31,0 ul
R-visir 1,0 ul 31,0 ul
Maégnunarblanda samtals: 25,0 ul 775,0 pl

Hvert syni fékk sex 0,2 ml tapur fyrir mismunandi millihita & bilinu 50-60°C (sja mynd 20).

Rafdregid i 50 minatur vid 500 mA og 100 V & 1% agardsageli. Yrkin syndu enga svorun (sja

mynd 23).

Mynd 23. Rafdrattur FR3 mdégnunarafurda pann 11. april 2016

11. apr. 2016

Moégnunarafurdir
Yrki: Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise, FR3
Hiti: 50-60°C

Hitaholf ; Magn MgCl,
MgCl,: 1,5

Maskin
1;0 J;0 K;0 L;0

100bp
stigull

Tunga
J;,0 K0 L0 M0 N;0

[—
—-—

100bp 100bp
stigull stigull

100bp
stigull

Myndin synir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise vid 50-60°C og 1,5 pl MgCl.. Engin bénd komu i ljos.
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FR1 reynt & yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise med s6mu breyttu

madgnunarblondunni og reynd var & FR3 fyrr um daginn (sja téflu 20).

Tafla 20. Hvarfefni FR1 kjarnsyrumdgnunar pann 11. april 2016

x1 x 31
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 77,5 ul
dNTP 1,0 pl 31,0 pl
Tagq fjollioari 0,2 ul 6,2 ul
ddH20mpLC 17,3 pl 536,3 pl
DNA 0,5l 15,5 ul
MgCl, 1,5l 46,5 pl
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 713 ul
F-visir 1,0 ul 31,0 ul
R-visir 1,0 ul 31,0 ul
Maégnunarblanda samtals: 25,0 ul 775,0 pl

Hvert syni fékk sex 0,2 ml tapur fyrir mismunandi millihita & bilinu 50-60°C (sja mynd 20).
Mdognunarafurdir rafdregnar & 1% agarosageli i 50 minatur vid 500 mA og 100 V. Yrkin

syndu enga svorun (sja mynd 24).
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Mynd 24. Rafdrattur FR1 mdgnunarafurda pann 11. april 2016

11. apr. 2016

Mognunarafurdir

Yrki: Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise, FR1
Hiti: 50-60°C

hAgCIZ:l,S

100bp
stigull

100bp
stigull

HitahdlIf ; Magn MgCl,

Opal

K;0 L0 M0

100bp
stigull

Tunga
J;,0 K0 L0 M;0 N0

100bp
stigull

100bp
stigull

100bp
stigull

Myndin synir FR1 og yrkin Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise vid 50-60°C og 1,5 pl MgClz. Engin bdnd synileg.

FR3 reynt aftur & yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise, ni med pvi ad auka magn DNA (r

0,5 pl upp i 1,0 pl en halda magni Tag fjollidarans afram i 0,2 ul (sja toflu 21).

Tafla 21. Hvarfefni FR3 kjarnsyrumdgnunar (seinni) pann 11. april 2016

x1 X 25
TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 62,5 ul
dNTP 1,0 ul 25,0 ul
Taq fjollidari 0,2 pl 5,0 pl
ddH20wpLc 18,3 ul 475,5 pl
DNA 1,0 pl 25,0 ul
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 575,0 pl
F-visir 1,0 ul 25,0 ul
R-visir 1,0 ul 25,0 ul
Madégnunarblanda samtals: 25,0 ul 625,0 pl

Hvert yrki fékk fjérar 0,2 ml tpur og i peer titrad MgCI2 fra 0-1,5 pl. Syni sett i lotuhitara &

56°C (sja mynd 2) geymd ad pvi loknu yfir nott i keeli vid 4°C og peaer rafdregnar naesta dag i
40 mindtur vid 500 mA og 100 V (sja mynd 26).
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12. april 2016

Utdrattur fra 8. og 9. april rafdreginn & 1,3% agardsageli i 50 minGtur vid 500 mA og 100 V
(sja mynd 25).

Mynd 25. Rafdrattur FR3 Utdrattarafurda pann 12. april 2016

12. apr. 2016

Geldtdrattur fra 8. og 9. apr. préfadur
Yrki: Opal, Tunga og Lise, FR3

MgCl,: 1,5

8. apr. 9. apr.

Opal Tunga Lise Opal Tunga Lise

56°C 58°C 60°C 56°C 58°C 60°C 56°C 58°C

Utdrattarafurdir fra 8. og 9. april rafdregnar pann 12. april. Engin svérun.

Rafdrattur fra 11 april rafdreginn a 1,3% agardsageli i 50 minatur vid 500 mA og 100 V (sja
mynd 26).

Mynd 26. Rafdrattur FR3 mdgnunarafurda pann 12. april 2016

12. apr. 2016

Mégnunarafurdir fra 11. apr.
Yrki: Maskin, Opal, Tunga og Lise, FR3
Hiti: 56°C

Bond milli
300 og 400 bp

100bp 100bp 100bp 100bp 100bp
stigull stigull stigull stigull stigull

Engin bond sjaanleg hja Maskin. Mjog dauf svérun hja Opal, Tunga og Lise.

13. april 2016

FR3 reynt aftur & yrkjunum Maskin, Opal, Tunga og Lise, ni med pvi ad auka magn Taq
fjollidarans upp i 0,5 pl (sja toflu 22).

43



Tafla 22. Hvarfefni FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 13. april 2016

x1 x 20

TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 50,0 pl
dNTP 1,0 pl 20,0 pl
Tagq fjollioari 0,5 ul 10,0 pl
ddH20mpLc 18,5 pl 370,0 pl
DNA 0,5l 10,0 ul
Stofnlausn samtals: 23,0 ul 460,0 pl

F-visir 1,0 ul 20,0 ul
R-visir 1,0 ul 20,0 ul
Maégnunarblanda samtals: 25,0 ul 500,0 pl

Hvert yrki fékk fjorar 0,2 ml tapur og i peer titrad MgCl. fra 0-1,5 pl. Syni sett i lotuhitara &
56°C (sj&d mynd 2) en hann fraus og var pannig i um 2 Kklst. (Stage 2: 2 of 40) par til hann var

endurraestur.

Rafdrattur framkvaeemdur & 1,3% agarosageli i 50 mindtur vio 500 mA og 100 V. Engin bénd
urdu synileg (sjd mynd 27).

Mynd 27. Rafdrattur FR3 moégnunarafurda pann 13. april 2016

13. apr. 2016
Mégnunarafurdir

Yrki: Maskin, Opal, Tunga og Lise, FR3
Hiti: 56°C
\VEH ]

0 0,5 1

Bond milli
300 og 400 bp

100bp 100bp 100bp 100bp 100bp
stigull stigull stigull stigull stigull

Myndin synir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Tunga og Lise vid 56°C og titrun MgCl: & bilinu 0-1,5 pl. Engin bénd sjaanleg.

14. april 2016

FR3 reynt aftur & yrkjunum Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise, ni med pvi ad pynna DNA
hvers yrkis tifallt (0,5 ul af DNA & méti 10,0 pl af TE jafnalausn). Hvert yrki fékk fjorar 0,2
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ml tapur og i peer latid 1 ul af F-visi @ moti sama magni af R-visi og 23 ul af stofnlausn var

svo bett vid hverja og eina (sja toflu 23). MgCl: titrad fra 0-1,5 pl.

Tafla 23. Hvarfefni FR3 kjarnsyrumdgnunar pann 14. april 2016

x1 x 25

TE jafnalausn (10 X) 2,5 ul 62,5 ul
dNTP 1,0 pl 25,0 pl
Tagq fjollioari 0,5 ul 12,5 ul
ddH20mpLC 18,5 pl 462,5 pl
DNA 0,5 pl 12,5 pl
Stofnlausn samtals: 23,0 pl 575,0 pl

F-visir 1,0 ul 25,0 ul
R-visir 1,0 ul 25,0 ul
Maoégnunarblanda samtals: 25,0 ul 625,0 pl

Syni sett i lotuhitara & 56°C (sja mynd 2). Rafdrattur framkveemdur & 1,3% agardsageli i 50
minutur vid 500 mA og 100 V.

Bdnd voru vart synileg en pd skyrust hja Maskin en & réngum stad midad vio stigul (sja mynd
28). Vegna pess hve bondin voru dauf, hvarfladi pad ad mér ad ég hafi fyrir slysni sett 0,5 pl
af utpynntu DNA i stofnbldndu hvers yrkis i stad 2,5 pl.
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Mynd 28. Rafdrattur FR3 moégnunarafurda 14. april 2016

14. apr. 2016

Mognunarafurdir

Yrki: Maskin, Opal, Emir, Tunga og Lise, FR3
Hiti: 56°C

MgCl,: 0-1,5 Maskin

0,5 1 1’5

100bp 100bp 100bp
stigull stigull stigull

100bp 100bp
stigull stigull

Myndin synir FR3 og yrkin Maskin, Opal, Tunga og Lise vid 56°C og titrun MgClz & bilinu 0-1,5 pl. Visaparinu var &tlad ad
skila 331 bp og saust bénd (mjog dauf) hja Tunga og Lise vid 1-1,5 pl titrun milli 300 og 400 bp stiguls. Maskin syndi bond &
rongum stad.

Bond yrkjanna Tunga (MgClz: 1,0 pl) og Lise (MgCl2: 1,5 ul) voru skorin Gt og sett i frysti
vid -4,5°C.

Byggspirur skornar af vid freehydi og hver og ein peirra sett i 45 ml tapu, fyllta med 20 ml af

Silica geli. Geymt i keali vid 4°C.

23. april 2016

Plontuvefir teknir ar keeli, peir jafnadir og einangrun & DNA framkvaemd. Préfad ad rafdraga
a 1% agarosageli i 40 minuatur vid 500 mA og 100 V til ad sja hvort einhver ummerki veeru

eftir einangrun erfdaefnisins (sja mynd 29).
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Mynd 29. Rafdréattur & FR3 einangrunarafurdum pann 23. april 2016

23. apr. 2016

Afurdir DNA einangrunar
Yrki: Asplund, Brage, Triumph og Wolmari

Asplund Brage Triumph Wolmari

=
-
~

100bp
stigull

Myndin synir afurdir DNA einangrunar & yrkjunum Asplund, Brage, Triumph og Wolmari.
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