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Útdráttur 

Tegundamyndun er flókið ferli og er mörgum spurningum um það ósvarað. Í tilfellum þar 

sem stofnar hafa aðlagast mismunandi umhverfi en teljast samt til sömu tegundar er talað 

um afbrigði innan tegundar sem líta má á sem millistig í tegundamyndun. Með því að skoða 

afbrigði er hægt að rannsaka krafta sem hafa áhrif á fyrstu skref í tilurð tegunda. Hentugt 

kerfi til slíkra rannsókna er bleikjan í Þingvallavatni. Þar finnast fjögur afbrigði af bleikju 

(Salvelinus alpinus): Kuðungableikja, dvergbleikja, murta og sílableikja. Þar sem 

genatjáning í fósturþroska getur haft mikilvæg áhrif á svipgerðareiginleika hafa Jóhannes 

Guðbrandsson og samstarfsmenn hans rannsakað umritunarmengi í snemmfóstrum 

kuðungableikju, dvergbleikju og murtu og fundið fjölda stakra basabreytinga (SNPs) með 

mismunandi tíðni milli afbrigða. Í þessari rannsókn voru sex basabreytingar skoðaðar og 

tíðni þeirra metin í stofni. Vísar voru hannaðir og prófaðir á samtals 93 sýnum úr 

bleikjuafbrigðunum fjórum. KASP™ arfgerðagreining var framkvæmd til að afla upplýsinga 

um arfgerðir og tíðni samsæta fyrir hvern SNP innan hvers afbrigðis. Markmið 

rannsóknarinnar var að kanna i) hvort breytileikarnir væru raunverulegir, ii) hvort stofnarnir 

fjórir væru aðskildir og iii) hvort mun mætti finna á murtu og sílableikju. Einnig var kannað 

hvort iv) breytileikarnir erfðust óháð og v) hvort samband væri milli tíðni basabreytinga í 

stofni og í umritunarmengi. Allir breytileikarnir sem skoðaðir voru reyndust raunverulegir. 

Auk þess virtust stofnarnir vera aðskildir og erfðafræðilegur munur fannst á murtu og 

sílableikju. Flest genanna virtust erfast óháð hvort öðru sem bendir til þess að afbrigðin 

æxlist mjög sjaldan. Gott samband var milli tíðni í umritunarmengi og í stofni. 

Niðurstöðurnar voru á margan hátt áhugaverðar en í sumum tilfellum var þörf á aukinni 

sýnastærð fyrir áreiðanlegri niðurstöður. 





 
 

Abstract 

Speciation is a complex process about which many questions remain unanswered. 

Phenotypically distinct morphs can evolve within populations of what are still considered 

single species as a result of adaptation to different environments. Such morphs can be viewed 

as intermediate steps during speciation and provide opportunities to study the roles of 

different forces in the evolution of species. A striking example of morphological 

diversification is seen in Lake Thingvallavatn where four morphs of arctic charr (Salvelinus 

alpinus) exist: A large benthic morph, a small benthic morph, a planktivorous morph and a 

piscivorous morph. The variation in arctic charr therefore offers a suitable system to study 

adaptation and speciation.   

Expression of developmental genes can significantly affect an organism’s phenotype. 

Jóhannes Guðbrandsson and co-workers have studied early developmental transcriptomes of 

three of the four morphs and found numerous SNPs that differ in frequencies between 

morphs. In this study, six of those SNPs were studied further. Primers were designed and 

tested on 93 DNA samples from all four morphs. The KASP™ genotyping technology was 

used to determine genotypes and allele frequencies for the different SNPs within each morph. 

The aims of the study were to determine i) if the candidate variants were genuine SNPs, ii) 

if the four morphs are genetically separate, iii) if the planktivorous and piscivorous morphs 

are genetically distinct, iv) if the markers segregated independently and v) if there was 

correspondence between allele frequencies in the transcriptome and in the populations. All 

the variants were proper SNPs and tests revealed that the four morphs form separate 

populations. The planktivorous and piscivorous morphs are genetically separated. Most of 

the genes studied appeared to be inherited independently which indicates that the morphs 

rarely interbreed. The data revealed a strong linear relationship between allele frequencies 

in transcriptomes and populations.
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Inngangur 

„Thus, from the war of nature, from famine and death, the most exalted object of which we 

are capable of conceiving, namely, the production of the higher animals, directly follows. 

There is grandeur in this view of life, with its several powers, having been originally breathed 

into a few forms or into one; and that, whilst this planet has gone cycling on according to the 

fixed law of gravity, from so simple a beginning endless forms most beautiful and most 

wonderful have been, and are being, evolved.” 

Charles Darwin, 1859 

1.1 Þróun og tegundamyndun 

Frá því fyrir Krist hafa menn velt fyrir sér upphafi og fjölbreytileika lífs. Forn-Grikkir 

flokkuðu lífverur og reyndu á þann hátt að útskýra þann mikla breytileika sem sést í 

vistkerfum jarðarinnar. Náttúrunni var þá skipt í flokka eftir eins konar stigskiptingu, þar 

sem plöntur skipuðu neðsta þrep lífvera. Þar fyrir ofan komu dýr og enn ofar, en þó neðan 

við himnaríki, engla og Guð sjálfan, var maðurinn, skipaður ofar öðrum dýrum vegna 

vitsmuna (Zimmer og Emlen, 2016). Síðan þá hafa ýmsar tilgátur um uppruna lífs verið settar 

fram af vísindamönnum en aðeins ein þeirra er enn við lýði í dag, þróunarkenning Darwins. 

Þó Darwin hafi vissulega ekki alltaf haft rétt fyrir sér hafa tvær af hans helstu kenningum 

staðist tímans tönn. Það er annars vegar kenningin sem felur í sér að allar tegundir, lifandi 

og útdauðar, eigi sér sameiginlegan forföður, og hins vegar er það kenningin um náttúrulegt 

val (Futuyma, 2013). Ef til vill var þó mikilvægasta framlag hans til vísinda falið í hinni nýju 

hugsun sem fylgdi kenningum hans, þ.e. stofnahugsuninni.  

Líffræðilega þróun má skilgreina sem hverjar þær breytingar í arfgengum eiginleikum stofns 

sem berast frá einni kynslóð til annarrar (Zimmer og Emlen, 2016). Með öðrum orðum á 

þróun sér stað vegna breytinga í erfðasamsetningu stofns. Þær breytingar verða þó vegna 

mismunandi starfsemi svipgerða sem ýmist er valið fyrir eða gegn og á þann hátt getur 

náttúrulegt val leitt til þróunar og myndunar nýrra tegunda (Zimmer og Emlen, 2016). 

Samkvæmt líffræðilega tegundahugtakinu er tegund „hópur af náttúrulegum stofnum þar 

sem einstaklingar hvers stofns æxlast eða hafa möguleika á að æxlast við einstaklinga 

annarra stofna. Einn hópur slíkra stofna er æxlunarlega einangraður frá öðrum slíkum 

hópum“ (Futuyma, 2013). Myndun nýrra tegunda og aðlögun þeirra að umhverfinu er 

forvitnilegt og flókið fyrirbæri en á síðustu áratugum hefur skilningur aukist á samverkun 

vist- og þróunarfræðilegra þátta við mótun líffræðilegrar fjölbreytni. Með öðrum orðum geta 

þróunarfræðilegir ferlar sem tengjast tegundamyndun átt sér stað á vistfræðilegum tímaskala 

og orsakast af vistfræðilegum breytingum (Bjarni K. Kristjánsson o.fl., 2014). Vistfræðileg 

tegundamyndun er afleiðing þess að hindrun verður á genaflæði milli stofna vegna rjúfandi 

vals sem á sér stað af vistfræðilegum ástæðum (Rundle og Nosil, 2005).  

Tegundamyndun er hægt ferli. Þó sum skref þess gerist nógu hratt svo að hægt sé að rannsaka 

þau þá er yfirleitt erfitt að fá nákvæma sýn á heildarmyndina. Jafnvel skýr steingervingasaga 

dugir ekki til að kanna hvernig tegundir þróast þar sem skoða þarf erfðafræðilega ferla sem 
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liggja að baki, sem og samspil vistfræðilegra þátta og gena. Af þeirri ástæðu eru rannsóknir 

á tegundamyndun að stórum hluta byggðar á ályktunum á lifandi tegundum eða 

undirtegundum (Futuyma, 2013).  

Oft má sjá mikinn fjölbreytileika milli stofna innan tegundar þar sem þeir hafa aðlagast 

mismunandi umhverfi og fæðuvali. Í slíkum tilfellum er talað um afbrigði innan tegundar 

(Sigurður S. Snorrason og Skúli Skúlason, 2004). Út frá þróunarfræði má líta á afbrigði sem 

eins konar millistig í tegundamyndun sem veita tækifæri til að skoða hlutverk vistfræðilegra 

þátta í þróun nýrra tegunda (Sigurður S. Snorrason og Skúli Skúlason, 2004). Því er gagnlegt 

að skoða erfðabreytileika í afbrigðum innan tegunda við rannsóknir á tegundamyndun. 

1.2 Bleikjan í Þingvallavatni 

Stöðuvötn við norðurheimskaut jarðar eru tiltölulega ung, mörg hver yngri en 10.000 ára 

gömul (Sigurður S. Snorrason o.fl., 1994). Eftir að síðustu ísöld lauk settist takmarkaður 

fjöldi nýrra tegunda að á þessum búsvæðum, meðal annars vegna þess að aðgengi að þeim 

varði í stuttan tíma vegna breytinga á sjávarmáli (Schluter og Rambaut, 1996). Af þeirri 

ástæðu stóð fiskategundum sem lifa í þessum vistkerfum ónýttar vistir til boða (Bjarni K. 

Kristjánsson o.fl., 2014). Líta má á breytileikann í svipgerðum sem sést í fiskum í norðlægum 

vötnum sem vísbendingu um mismunandi þróunarferla sem hófust fyrir tæpum 10.000 árum. 

Í mörgum tilfellum virðast þessir ferlar stefna í átt að myndun nýrra tegunda og því er um 

að ræða mikilvæg kerfi til rannsóknar á þróun tegunda og breytileika tengdum fæðunýtingu 

(Sigurður S. Snorrason og Skúli Skúlason, 2004). Talið er að samspil tómra vista og 

samkeppni milli einstaklinga innan tegundar sé skýring á áberandi fjölbreytni innan tegunda 

meðal norrænna ferskvatnsfiska (Bjarni K. Kristjánsson o.fl., 2014). Því henta þessir fiskar 

vel til að skoða fyrstu stig tegundamyndunar. 

Algengt er að bleikja (Salvelinus alpinus) sem tilheyrir ætt laxfiska sé fjölbreytileg hvað 

varðar svipgerð og búsvæði. Í norðlægum stöðuvötnum finnast oft fleiri en eitt afbrigði af 

bleikju en algengast er að finna tvö afbrigði, annað botnlægt og hitt sviflægt. 

Fjölbreytileikinn er hvað mestur á Íslandi. Í Þingvallavatni, stærsta náttúrulega stöðuvatni 

landsins, eru afbrigðin fjögur talsins (Jonsson og Jonsson, 2001). Sérstöðu vatnsins má ef til 

vill rekja til þess hversu fáar ferskvatnsfiskategundir eru hér á landi og til breytileika í 

vistkerfum vegna jarðfræðilegrar fjölbreytni (Bjarni K. Kristjánsson o.fl., 2014). 

Afbrigðin sem um ræðir í Þingvallavatni eru sviflægu afbrigðin murta (PL) og sílableikja 

(PI), og botnlægu afbrigðin kuðungableikja (LB) og dvergbleikja (SB). Afbrigðin fjögur má 

sjá á mynd 1.1 en samkvæmt grein eftir Sigurð S. Snorrason og Skúla Skúlason eru þau ólík 

hvað varðar útlit, lífssögulega þætti og lifnaðarhætti, en útlitsmunur milli þeirra felst einna 

helst í lögun höfuðs og kjálka sem og uggastærð og stærð við kynþroska. Samkvæmt sömu 

grein má rekja þennan útlitsmun til nýtingar ólíkra búsvæða og vals á ólíkum fæðutegundum, 

en spurning er hvort munurinn sé til kominn vegna erfðafræðilegra þátta eða sveigjanleika í 

svipgerð (Sigurður S. Snorrason og Skúli Skúlason, 2004). 

Kuðungableikjan er stór fiskur sem heldur sig að mestu á grunnbotninum. Munnurinn er vel 

lagaður að fæðuöflun á botni en efri kjálkinn skagar fram yfir þann neðri. Lögun kjálka hjá 

dvergbleikju er svipuð enda heldur hún sig á nokkurn veginn sömu slóðum og 

kuðungableikjan. Hún er þó mun minni fiskur líkt og nafnið bendir til. Murtan er með frekar 

mjósleginn bol og haus og er því nokkuð straumlínulaga, enda lifir hún í vatnsbolnum. Bæði 

murtan og sílableikjan eru með jafnlanga efri- og neðri skolta (Hilmar J. Malmquist o.fl., 
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1985). Greining sem gerð var á afurðum 36 gena sem skrá fyrir ensímum sýndi að skyldleiki 

milli afbrigða er mestur milli PI og PL og að SB sýni mestan mun miðað við hin þrjú 

afbrigðin (Sandlund o.fl., 1992). Sú niðurstaða vekur upp áhugaverðar spurningar um hvort 

afbrigðin séu erfðafræðilega ólík og hversu mikið sílableikjan sker sig frá murtunni með 

tilliti til erfðafræðilegra þátta. 

 

Mynd 1.1 Afbrigðin fjögur. Afbrigðin nýta sér ólík búsvæði innan sama vatns. Talið ofan frá: dvergbleikja 

(SB), kuðungableikja (LB), murta (PL) og sílableikja (PI). Ólíkt höfuðlag afbrigðanna er greinilegt (Mynd 

frá Sandlund o.fl., 1992). 

Eftir að bleikjan settist að í nýjum vötnum eftir lok ísaldar stækkuðu stofnar hratt þar sem 

aðstæður voru góðar. Það leiddi að öllum líkindum til samkeppni innan tegundar um 

auðlindir sem ef til vill skýrir ólíka nýtingu búsvæða (Sigurður S. Snorrason og Skúli 

Skúlason, 2004). Slík samkeppni getur leitt til rjúfandi náttúrulegs vals. Þó er ekki vitað 

hversu stóran hluta af þróun afbrigðanna fjögurra má skýra með náttúrulegu vali og 

takmarkað genaflæði milli afbrigða á ef til vill stóran þátt í bæði þróun og viðhaldi á 

erfðabreytileika bleikjunnar (Kapralova o.fl., 2011).  

Fjölbreytileiki og saga Salvelinus alpinus í Þingvallavatni gerir það að verkum að hér er um 

að ræða gott tækifæri til þess að rannsaka þá ferla sem leiða til aðlögunar og afbrigða- og 

tegundamyndunar. Til að skilja þróun er ekki síst mikilvægt að skoða erfðafræðilega og 

þroskunarfræðilega ferla sem liggja að baki (Sigurður S. Snorrason o.fl., 1994).  

Við rannsóknir á laxfiskum er gott að hafa í huga þær tvöfaldanir á erfðamengjum sem hafa 

komið við sögu í þróun þeirra. Slíkar tvöfaldanir eru sjaldgæfar en þó er talið að tveir atburðir 

af því tagi hafi átt sér stað við þróun hryggdýra (Berthelot o.fl., 2014). Þriðja tvöföldunin 

varð svo skömmu fyrir þróun beinfiska. Laxfiskar skera sig þó frá öðrum beinfiskum þar 

sem fjórða erfðamengjatvöföldunin átti sér stað þegar forfaðir þeirra skildist frá geddufiskum 
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fyrir um 80 milljón árum (Lien o.fl., 2016). Í framhaldi af tvöföldun erfðamengja er algengt 

að aðeins hluti af tvöfölduðum genum haldist virkur og hin falli út eða missi virkni sína með 

tímanum (Berthelot o.fl., 2014). Það ferli er enn sem komið er illa þekkt en þó er ljóst að við 

rannsóknir þarf að gera ráð fyrir að ýmis hliðstæð gen finnist í erfðamengjum laxfiska, þar 

með talið í bleikju.  

1.3 Bakgrunnur rannsóknar 

Genatjáning á ákveðnum stigum í fósturþroska getur haft mikilvæg áhrif á ýmsa 

svipgerðareiginleika (Zimmer og Emlen, 2016) og því geta rannsóknir á því sviði leitt í ljós 

mikilvægar upplýsingar um þróun og aðlögun. Í því samhengi hafa Jóhannes Guðbrandsson 

og samstarfsmenn (óbirtar niðurstöður) rannsakað umritunarmengi í snemmfóstrum 

kuðungableikju, murtu og dvergbleikju. Liður í þeirri rannsókn var að finna mögulegar 

stakar basabreytingar (e. single nucleotide polymorphisms, eða SNPs) sem sýndu 

mismunandi genatjáningu milli afbrigða. Til þess voru umritunarmengi skoðuð úr 48 sýnum, 

þ.e. 18 dvergbleikjusýnum og 15 sýnum úr kuðungableikju annars vegar og murtu hins 

vegar. Hvert sýni sem var skoðað samanstóð af þremur fóstrum. RNA raðgreining var 

framkvæmd á 5-6 tímapunktum í fósturþroska, en fóstrin voru skoðuð á nokkrum 

þroskastigum áður en bygging höfuðs og andlits myndast. Sýnin komu úr fjölskyldum, þ.e. 

skyldir einstaklingar voru skoðaðir og því var ekki um handahófskennda sýnatöku að ræða. 

Fyrir þær basabreytingar sem fundust var tíðni hverrar breytingar reiknuð út innan hvers 

afbrigðis og hún borin saman milli afbrigða. Þar sem sýnin komu úr fjölskyldum má vera að 

mat á tíðni kunni að vera bjagað. Fyrir hverja breytingu var erfðafjarlægð (FST) milli afbrigða 

einnig reiknuð, en FST segir til um hversu ólíkir mismunandi stofnar eru með tilliti til erfða. 

Ef gildið er nálægt núlli bendir það til þess að tíðni samsæta sé nokkurn veginn sú sama milli 

hópa. Gildið hækkar hins vegar þegar undirstofnar fjarlægjast hvor annan og tíðni samsæta 

milli þeirra breytist (Zimmer og Emlen, 2016). Mat á erfðafjarlægð getur því gefið 

upplýsingar um sögulegan aðskilnað eða áhrif náttúrulegs vals. Ef valið hefur verið fyrir 

ákveðinni samsætu á tilteknu erfðaseti í stofni mun FST gildið fyrir það set vera hærra en 

fyrir önnur set þegar stofnar eru bornir saman. Þar af leiðandi má nýta þekkingu á 

erfðafjarlægð til þess að finna svæði í erfðamenginu sem hafa orðið fyrir rjúfandi náttúrulegu 

vali (Holsinger og Weir, 2009). Út frá útreikningunum voru SNPar sem sýndu áberandi mun 

á milli afbrigða flokkaðir niður í þrjá flokka eftir því í hvaða afbrigði þeir voru algengastir. 

Í framhaldinu voru þær þrjátíu breytingar sem sýndu mesta erfðafjarlægð í hverjum flokki 

valdar. Í heildina fundust níutíu basabreytingar sem áhugavert væri að skoða nánar. 

Tilgangur þessarar rannsóknar sem hér verður lýst var að staðfesta nokkrar af þessum 

basabreytingum með því að hanna eftir þeim vísa og skoða tíðni þeirra í stofni. Vísarnir voru 

prófaðir á sýnum úr sömu afbrigðum og könnuð voru í rannsókn Jóhannesar, 

kuðungableikju, dvergbleikju og murtu, auk þess sem sýni úr sílableikju voru skoðuð. Þetta 

er í fyrsta skipti sem erfðarannsókn er gerð á sílableikju síðan Sandlund og samstarfsmenn 

hans framkvæmdu rannsóknir með próteinrafdrætti árið 1992 (Sandlund o.fl., 1992). Sýnin 

sem hér um ræðir voru handahófskennd.  

Jóhannes Guðbrandsson og Völundur Hafstað völdu fimm stakar basabreytingar úr hverjum 

flokki til nánari skoðunar, fimmtán breytingar í heildina. Breytingarnar voru ekki valdar af 

handahófi heldur með tilliti til hlutverka genanna sem þær fundust í. Fyrirfram var þó búið 
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að meta hvort fleiri en eitt eintak væri af genunum í erfðamengingu og var það mat haft til 

hliðsjónar við valið.  

Vísar voru hannaðir til þess að greina þessar fimmtán breytingar og voru sex þeirra notaðir 

í rannsóknina sem hér verður lýst. Tafla 1.1 sýnir genin sem voru prófuð. Völundur Hafstað 

framkvæmdi sambærilega rannsókn og notaði til þess sjö vísa. Tveir vísar reyndust 

ónothæfir.  

Tafla 1.1 Basabreytingarnar sem prófaðar voru. Sjá má hvaða breytingar voru prófaðar með hverjum vísi.  

Vísir Ref Alt Staðsetning Áhrif Heiti gens 

T171928c5g1i5p649 T C 649 UTR1 Transmembrane protein 9B 

T174395c0g1i1p238 A G 238 F í S2 
GA-binding protein subunit beta-

1-like, transcript variant X3 

T172017c4g2i1p2016 T C 2016 UTR1 

Plasminogen activator inhibitor 1 

RNA-binding protein-like, 

transcript variant X2 

T145131c0g1i1p355 A G 355 S í P2 Metalloproteinase inhibitor 2-like 

T175130c2g1i3p1594 T A 1594 UTR1 
RNA-binding protein Musashi 

homolog 1 

T175223c0g1i3p5236 A G 5236 UTR1 
Serine/threonine-protein kinase 

SIK3 
1UTR: Breyting er utan lesramma gens. Ekki er vitað um sameindalíffræðileg áhrif 

breytingar. 
2Tvær breytinganna valda breytingum á amínósýrum. 

 

1.4 Markmið rannsóknar 

Leitast var við að svara eftirfarandi rannsóknarspurningum: 

Eru breytileikarnir raunverulegir, hegða þeir sér eins og samsætur á einu geni? 

Eru LB, SB, PL og PI aðskildir stofnar? 

Má finna mun á milli murtu og sílableikju? 

Erfast breytileikarnir óháð hver öðrum? 

Sýnir tíðni basabreytinga í stofni samband við tíðni sömu basabreytinga í 

umritunarmengi? 
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2 Aðferðir  

2.1 KASP arfgerðagreining 

Til frekari greininga og staðfestingar á áðurnefndum basabreytingum var svokölluð KASP™ 

arfgerðagreining framkvæmd (LGC, 2016a). Aðferðin er fyrir greiningar á þekktum eins 

basa breytingum (SNPs) í DNA. Hún byggist á bindingu flúrljómandi vísa við tilteknar DNA 

raðir. Vísarnir eru hannaðir sérstaklega fyrir þær basabreytingar sem skal skoða, einn vísir 

fyrir hvora samsætu. Þegar PCR hvarf er framkvæmt, eitt fyrir hverja basabreytingu, munu 

tvær flúrljómandi eindir losna við hverja mögnun á DNA sem á sér stað. Merki frá eindunum 

eru mæld og gefa til kynna hvort tiltekin basabreyting sé til staðar í arfblendnu eða arfhreinu 

ástandi í hverjum einstaklingi. 

Framkvæmd greiningarinnar er einföld en þremur innihaldsefnum er blandað saman; DNA 

sýni, KASP Assay mix og KASP Master mix. KASP Assay mix inniheldur þrjá vísa, einn R-

vísi (reverse) og tvo sérhannaða F-vísa (forward). F-vísarnir eru sem áður sagði hannaðir 

fyrir hverja staka basabreytingu sem skal skoða, einn fyrir hvora mögulega samsætu. 

Vísarnir tveir hafa hvor um sig sérstaka endaröð sem samsvarar FRET kasettu, þar sem önnur 

röðin er merkt með FAM™ flúrljómunarhópum og hin með HEX™ flúrljómunarhópum.  

KASP master mix inniheldur áðurnefndar FRET kasettur, ROX™, taq pólýmerasa, laus kirni 

og MgCl2. ROX™ er annað flúrljómandi litarefni sem notað er til að leiðrétta fyrir mögulegu 

flökti í þeirri flúrljómun sem skal mæla, en slíkt getur komið upp ef munur er á styrk eða 

magni milli brunna. 

Þegar hvarf er keyrt munu vísarnir bindast við DNA sýnin á viðeigandi stöðum og 

fjölliðunarhvarf fer fram. Við eftirmyndun munu því flúrmerktu endaraðirnar tengjast við 

nýmyndaða strendinginn. Það gerir það að verkum að við eftirmyndun í hverjum PCR hring 

mun FRET kasetta úr master mixinu geta bundist við erfðaefnið á þeim stöðum sem vísarnir 

þekkja og flúrljómandi sameindir losna í framhaldinu. Þar sem hvor endaröð mun gefa frá 

sér flúrmerki í samræmi við þá samsætu sem hún þekkir munu mismunandi litmerki sjást 

eftir hvaða samsæta er til staðar í sýninu. Ef arfgerðin fyrir tiltekna eins basa breytingu er 

arfhrein sést aðeins eitt flúrmerki og þá mismunandi litur eftir því um hvora samsætuna er 

að ræða. Tvö flúrmerki munu hins vegar mælast ef einstaklingur er arfblendinn á því 

genaseti. Með því móti má arfgerðagreina einstaklinga með tilliti til stakra basabreytinga 

(LGC, 2016b). 

2.2 Framkvæmd  

Áður en hafist var handa voru allir fimmtán vísarnir prófaðir á 8 PL sýnum, 8 SB sýnum og 

6 LB sýnum til að ganga úr skugga um að þeir virkuðu. Kom þá í ljós að einn þeirra virkaði 

ekki (T140854c0g1i1p76) og því var honum sleppt. Upphaflega voru því sjö vísar notaðir í 

rannsóknina sem hér er lýst en eftir að framkvæmd hófst reyndist einn þeirra ónothæfur 

(T70543c0g1i1p795). Því voru aðeins gögn úr sex keyrslum notuð til greininga líkt og áður 

kom fram.  
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Í upphafi rannsóknar voru tveir 96 brunna bakkar með DNA sýnum undirbúnir af Völundi 

Hafstað. Bakkarnir  voru merktir „VH DNA master plate 1“ og „VH DNA master plate 2.“ 

Notast var við sýni úr 93 einstaklingum en þrír brunnar í hvorum bakka innihéldu vatn sem 

neikvætt viðmið. Í tilfellum kuðungableikju, dvergbleikju og murtu voru sýni úr 24 

einstaklingum notuð en sýni úr sílableikjum voru ögn færri, eða 21. DNA sýnin voru fyrst 

styrkmæld í NanoDrop vél og svo þynnt niður í 5ng/µL. Þessar þynningar voru svo notaðar 

við framkvæmd rannsóknarinnar. Þó tveir bakkar hafi verið undirbúnir fór það svo að annar 

þeirra dugði og því komu öll DNA sýnin sem notuð voru úr sömu þynningunum. 

Uppsetningu á bakkanum má sjá í viðauka A. 

Við undirbúning fyrir hvörfin var KASP Master Mix og KASP Assay Mix blandað saman í 

1,5 mL eppendorfglas í þeim hlutföllum sem sýnd eru í töflu 2.1. Þetta var gert fyrir hverja 

basabreytingu sem var skoðuð. Vegna skekkju í pípettu var í tveimur keyrslum notast við 

110 falda uppskrift í stað 105 faldrar til að ganga úr skugga um að magnið myndi duga fyrir 

96 brunna bakka.  

Tafla 2.1 Undirbúningur hvarfs. Þar sem DNA var skammtað sér en ekki með öðrum efnum var alltaf notast 

við einfalda uppskrift af því. 

 1x uppskrift (µL) 105x uppskrift (µL) 

KASP Master Mix 5 525 

KASP Array Mix 0,14 14,7 

DNA í hverjum brunni 5 5 

Heildarrúmmál í hverjum brunni 10 10 

 

Fyrir hverja keyrslu voru 5µL af blöndunni settir í hvern brunn. Í öllum tilfellum var notast 

við 20 µL pípettu. Að því loknu voru 5 µL af DNA settir í hvern brunn. Til þess var notuð 

átta odda 10 µL pípetta svo hægt var að skammta átta DNA sýni í einu. Uppsetning á DNA 

sýnum var alveg eins og í bakkanum sem undirbúinn var í upphafi (viðauki A). Bökkum var 

svo lokað með glæru límloki og hvarfið keyrt í qPCR vél af gerðinni ABi 7500 á stillingum 

sem sjá má í töflu 2.2.  

Tafla 2.2 Stillingar fyrir qPCR hvarf. Þessar stillingar eru þær sömu og framleiðandinn mælir með að nota. 

Skref Lýsing Hitastig Tími Fjöldi hringja í 

skrefi 

1 Virkjun 94°C 15 mínútur 1 hringur 

2 

Eðlissvipting 94°C 20 sekúndur 

10 hringir 
Þáttatenging/lenging 61-55°C 

60 sekúndur (lækkar 

um 0,6°C við hvern 

hring) 

3 
Eðlissvipting 94°C 20 sekúndur 

26 hringir 
Þáttatenging/lenging 55°C 60 sekúndur 

4 Niðurstöður lesnar <40°C   
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2.3 Gagnavinnsla  

Úr hverri keyrslu fengust upplýsingar um arfgerð hvers einstaklings með tilliti til þeirra vísa 

sem voru í lausninni hverju sinni, þ.e. hvort einstaklingur væri arfhreinn eða arfblendinn um 

þann SNP sem verið var að prófa. Einnig fengust upplýsingar um flúrljómun frá hvorum vísi 

fyrir sig og þær upplýsingar voru notaðar til þess að setja niðurstöðurnar upp myndrænt þar 

sem hvert afbrigði er táknað með lit. Til þess var notast við reikniforritið R (R Core Team, 

2016). Dæmi um myndræna uppsetningu má sjá á mynd 2.1. 

Í viðauka A má sjá töflu yfir niðurstöður arfgerðagreininga fyrir hvern einstakling og hverja 

staka basabreytingu sem var prófuð. Í nokkrum tilfellum kom upp sú staða að forritið gat 

ekki ákvarðað arfgerð fyrir suma einstaklinga. Því var ákveðið að nýta myndrænar 

niðurstöður til þess að greina handvirkt hvort um arfhreina eða arfblendna einstaklinga væri 

að ræða í þeim tilfellum þar sem það var mögulegt. 

Vísir T171928c5g1i5p649 var prófaður tvisvar þar sem niðurstöður úr fyrstu keyrslu voru 

ekki skýrar. Ákveðið var að endurtaka framkvæmd fyrir þann SNP og bæta tíu auka PCR 

hringjum við hvarfið. Við það fengust mun greinilegri niðurstöður og því voru aðeins tölur 

úr seinni keyrslunni notaðar í alla útreikninga. Í viðauka B má finna mynd sem sýnir 

niðurstöður úr fyrri keyrslunni.  

 

Mynd 2.1 Dæmi um myndrænar niðurstöður úr KASP arfgerðagreiningu. Á X-ás er flúrljómun frá FAM 

sem samsvarar samsætu 1 og á Y-ás er flúrljómun frá HEX sem samsvarar samsætu 2. Hver punktur stendur 

fyrir einn einstakling. Til hægri má sjá hvaða litur táknar hvaða afbrigði. Svartir punktar tákna neikvæð 

viðmið. Flúrljómun frá öðrum litnum bendir til arfhreins ástands um viðkomandi samsætu en ljómun frá 

báðum litum gefur til kynna arfhreint ástand. 
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Reikniforritið R var einnig notað til frekari útreikninga og greininga á gögnum. Allar R-

skipanir sem notaðar voru í gagnavinnslu og uppsetningu mynda má finna í viðauka C. Í 

öllum tölfræðiprófum var miðað við marktæknigildi P<0,05. 

Byrjað var á að reikna tíðni arfgerða fyrir hvern SNP innan hvers afbrigðis. Niðurstöður úr 

þeim útreikningum voru notaðar til þess að athuga hvort um raunverulega breytileika væri 

að ræða. Kíkvaðratpróf voru einnig framkvæmd á þeim niðurstöðum til að sjá hvort 

marktækur munur væri á tíðni arfgerða milli afbrigða. Önnur kíkvaðratpróf voru framkvæmd 

á niðurstöðunum fyrir PI og PL með því markmiði að athuga hvort marktækur munur væri á 

milli þeirra tveggja afbrigða með tilliti til arfgerða.  

Tíðnipróf á samsætum voru einnig framkvæmd. Þá var tíðni hvorrar samsætu fyrir hvern 

SNP reiknuð innan afbrigða. Hlutfall hvorrar samsætu miðað við heildarfjölda samsæta í 

hverju tilfelli var reiknað og þeir útreikningar nýttir til frekari greininga. Aftur voru 

kíkvaðratpróf framkvæmd, annars vegar til að kanna hvort marktækur munur væri á tíðni 

samsæta milli afbrigða og hins vegar til að athuga hvort marktækur munur væri milli tíðni 

samsæta hjá PI og PL. Niðurstöðurnar voru einnig nýttar til að bera niðurstöður 

arfgerðagreininganna saman við þær niðurstöður sem fengust úr áðurnefndri rannsókn eftir 

Jóhannes Guðbrandsson. Pearson fylgnipróf var framkvæmt til að kanna hvort samband væri 

milli tíðni samsæta í stofni og í umritunarmengi.  

Hardy-Weinberg próf voru einnig framkvæmd, bæði innan stofna og milli stofna. Hardy-

Weinberg próf innan stofna eru gagnleg til að athuga frekar hvort breytileikarnir séu 

raunverulegir eða ekki. Próf milli stofna voru framkvæmd til að kanna hvort stofnarnir væru 

aðskildir. Marktækt frávik frá Hardy-Weinberg jafnvægi kom fram í einu tilfelli þegar próf 

var framkvæmt á tíðni samsæta innan stofna (tafla 3.2). Öll P-gildi voru þar borin saman við 

marktæknigildi α=0,05. Hins vegar má á eftirfarandi hátt leiðrétta fyrir fjölda prófa (k) með 

Bonferroni-aðferð og fá nýtt marktæknigildi (α') sem er mun lægra. 

𝛼′ =
𝛼

𝑘
=
0,05

24
= 0,002 

Í þessu eina tilfelli var því miðað við marktæknigildi P<0,002. 

Allar basabreytingarnar voru bornar saman, tvær og tvær í einu, og með því móti mátti kanna 

hvort þær erfðust óháð eða ekki. Kíkvaðratpróf var framkvæmt á hverri samsetningu.  
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3 Niðurstöður 

3.1 KASP arfgerðagreining 

Byrjað var á að setja allar niðurstöður úr KASP arfgerðagreiningunum myndrænt upp. Sjö 

SNPar voru prófaðir og sex þeirra gáfu skýrar niðurstöður eins og sjá má á myndum 3.1 og 

3.2. Myndrænar niðurstöður fyrir sjöunda vísinn sem ekki heppnaðist (T70543c0g1i1p795) 

má sjá í viðauka B. 

 

Mynd 3.1 KASP niðurstöður 1-4. Myndrænar niðurstöður fyrir fjórar arfgerðagreiningar af sex. Hver litur 

táknar eitt afbrigði (morph). Neikvæð viðmið eru táknuð með svörtum lit. Vísir T171928c5g1i5p649 var 

prófaður tvisvar og aðeins niðurstöðurnar úr seinni keyrslunni eru sýndar.  
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Mynd 3.2 KASP niðurstöður 5-6. Myndrænar niðurstöður fyrir tvær arfgerðagreiningar af sex. Hver litur 

táknar eitt afbrigði (morph) og neikvæð viðmið eru táknuð með svörtum lit. 

Fjöldi greindra einstaklinga var á bilinu 88–93 sem samsvarar 95–100% af heildarfjölda 

prófaðra einstaklinga. Fjöldi greindra var því nokkuð jafn milli SNPa eins og betur má sjá 

á mynd 3.3. Því má áætla að hér sé ekki um núll samsætur að ræða. 

3.2 Eru breytileikarnir raunverulegir? 

Til þess að kanna hvort breytingarnar hegðuðu sér eins og samsætur á einu geni var tíðni 

arfgerða fyrir hverja staka basabreytingu reiknuð út fyrir hvert afbrigði en þær niðurstöður 

má sjá á mynd 3.3. Kíkvaðratpróf voru framkvæmd til að kanna hvort marktækur munur 

væri á tíðni arfgerða milli afbrigða. Niðurstöður úr þeim sýndu að marktækur munur er á 

tíðni arfgerða milli afbrigða fyrir öll 6 erfðamörkin (tafla 3.1) sem bendir til þess að 

breytileikarnir séu raunverulegir. 
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Mynd 3.3 Tíðni arfgerða fyrir hvern SNP. X-ás sýnir afbrigði (morphs) og Y-ás sýnir tíðni arfgerða. Hér 

stendur svartur litur fyrir einstaklinga arfhreina um samsætu 1, dökkgrár táknar arfblendna einstaklinga og 

ljósgrár litur gefur til kynna arfhreint ástand um samsætu 2. 

Styttingar á afbrigðaheitum eru þær sömu og fram komu í inngangi, en LB stendur fyrir 

kuðungableikju, SB fyrir dvergbleikju, PL táknar murtu og PI sílableikju. 

Tafla 3.1 Munur á tíðni arfgerða milli afbrigða metinn með kíkvaðratprófum.  

SNP Prófstærð Frítölur P-gildi 

T171928c5g1i5p649 33.454 6 8.573e-06* 

T174395c0g1i1p238 68.33 6 8.991e-13* 

T172017c4g2i1p2016 43.19 6 1.07e-07* 

T145131c0g1i1p355 18.948 6 0.004252* 

T175130c2g1i3p1594 49.111 6 7.083e-09* 

T175223c0g1i3p5236 49.321 6 6.43e-09* 

*Marktækar niðurstöður. 

Hardy-Weinberg próf voru einnig framkvæmd á tíðni samsæta innan afbrigða. Niðurstöður 

sýndu marktækt frávik frá Hardy-Weinberg jafnvægi í einu tilfelli af tuttugu og fjórum (tafla 

3.2). 

Tafla 3.2 Niðurstöður úr Hardy-Weinberg prófum innan stofna. Próf var framkvæmt fyrir hverja 

basabreytingu á hverjum stofni. Hér fengust fjögur P-gildi fyrir hvert próf en aðeins LLR gildi eru sýnd. 

 T171928 T174395 T172017 T145131 T175130 T175223 

LB 0.3567 1.000 1.000 0.08417 0.5556 0.02128* 

PI 0.6326 1.000 1.000 0.6008 0.3984 0.1695 

PL 0.5891 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

SB 0.4594 1.000 0.3226 1.000 0.3102 0.6897 

*Marktækt frávik frá Hardy-Weinberg jafnvægi 



14 
 

Ef leiðrétt er fyrir fjölda prófa með Bonferroni leiðréttingu og miðað við marktæknigildi 

P<0,002 í stað P<0,05 má áætla að Hardy-Weinberg jafnvægi sé til staðar fyrir hverja staka 

basabreytingu innan hvers bleikjustofns. Það bendir aftur til þess að hér sé um 

raunverulega breytileika að ræða. 

Út frá prófum á tíðni arfgerða og Hardy-Weinberg prófum innan stofna má því sjá að allir 

breytileikarnir sem skoðaðir voru eru raunverulegir.  

3.3 Eru bleikjustofnarnir aðskildir? 

Afbrigðin fjögur finnast í sama vatninu og gætu því mögulega æxlast innbyrðis. Til þess að 

kanna hvort LB, SB, PL og PI séu aðskildir stofnar er hægt að skoða tíðni samsæta. Því var 

hlutfall hvorrar samsætu miðað við heildarfjölda samsæta fyrir hvern erfðabreytileika 

reiknað og niðurstöður fyrir samsætu 1 settar upp myndrænt (mynd 3.4). Kíkvaðratpróf voru 

framkvæmd til að athuga hvort marktækur munur væri á tíðni samsæta milli afbrigða. 

Niðurstöður úr þeim sýndu að í öllum tilfellum er marktækur munur á milli afbrigða með 

tilliti til tíðni samsæta fyrir hvern SNP (tafla 3.3). 

 

Mynd 3.4 Tíðni samsæta fyrir hvern SNP. Tíðni samsætu 1 miðað við heildarfjölda samsæta fyrir hvern 

SNP og hvert afbrigði. X-ás sýnir afbrigði (morphs) og Y-ás sýnir tíðni samsæta.  

Hér sést að greinilegur munur er á tíðni samsæta milli afbrigða. Til dæmis eru T174395 og 

T175130 mun algengari hjá SB en öðrum afbrigðum. Jafnasta dreifingin kemur fram hjá 

T145131 þar sem tíðni hjá PI og PL er næstum sú sama.  
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Tafla 3.3 Munur á tíðni samsæta milli afbrigða metinn með kíkvaðratprófum.  

SNP Prófstærð Frítölur P-gildi 

T171928c5g1i5p649 32.656 3 3.806e-07* 

T174395c0g1i1p238 101.11 3 < 2.2e-16* 

T172017c4g2i1p2016 47.178 3 3.186e-10* 

T145131c0g1i1p355 16.367 3 0.0009536* 

T175130c2g1i3p1594 51.285 3 4.253e-11* 

T175223c0g1i3p5236 64.155 3 7.606e-14* 

*Marktækar niðurstöður 

Til að kanna frekar hvort um aðskilda stofna væri að ræða voru Hardy-Weinberg próf 

framkvæmd á tíðni samsæta milli afbrigða. Hægt var að hafna því að Hardy-Weinberg 

jafnvægi væri til staðar í þremur tilfellum af sex (tafla 3.4). 

Tafla 3.4 Niðurstöður úr Hardy-Weinberg prófum á milli afbrigða. Próf var framkvæmt á hverri 

basabreytingu með tilliti til heildarinnar. Fjögur mismunandi P-gildi fengust og öll eru sýnd. 

 T171928 T174395 T172017 T145131 T175130 T175223 

LLR 0.9999 5.791 e-07* 0.1199 0.07628 0.004524* 1.206e-05* 

Prob 0.9999 5.791 e-07* 0.1199 0.07628 0.002647* 1.206e-05* 

U 0.5255 5.791 e-07* 0.06261 0.04420* 0.002112* 1.010e-05* 

Chisq 0.9999 5.791 e-07* 0.1199 0.07628 0.004524* 1.206e-05* 

*Marktækt frávik frá Hardy-Weinberg jafnvægi 

Út frá niðurstöðum úr prófum á tíðni arfgerða og Hardy-Weinberg prófum má álykta að 

erfðafræðilegur munur sé á milli afbrigða og að stofnarnir séu þar af leiðandi aðskildir. 

3.4 Má finna mun milli murtu og sílableikju? 

Til að kanna erfðafræðilegan mun á murtu og sílableikju var notast við útreikninga á tíðni 

arfgerða og samsæta. Niðurstöður fyrir PL og PI voru bornar saman. Kíkvaðratpróf voru 

framkvæmd til að athuga hvort marktækur munur væri á tíðni samsæta í afbrigðunum 

tveimur. Tafla 3.5 sýnir niðurstöður úr kíkvaðratprófum á tíðni arfgerða og í töflu 3.6 má sjá 

niðurstöður úr kíkvaðratprófum á tíðni samsæta.  

Tafla 3.5 Munur á tíðni arfgerða milli PI og PL metinn með kíkvaðratprófum. 

SNP Prófstærð Frítölur P-gildi 

T171928c5g1i5p649 2.4176 2 0.2986 

T174395c0g1i1p238 0.62779 1 0.4282 

T172017c4g2i1p2016 10.255 2 0.005931* 

T145131c0g1i1p355 1.257 2 0.5334 

T175130c2g1i3p1594 1.213 2 0.5453 

T175223c0g1i3p5236 8.4552 2 0.01459* 

*Marktækar niðurstöður 

Munur á tíðni arfgerða reyndist marktækur í tveimur tilfellum af sex, þ.e. fyrir 

T172017c4g2i1p2016 og T175223c0g1i3p5236. 
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Tafla 3.6 Munur á tíðni samsæta milli PI og PL metinn með kíkvaðratprófum. 

SNP Prófstærð Frítölur P-gildi 

T171928c5g1i5p649 1.2125 1 0.2708 

T174395c0g1i1p238 0.59086 1 0.4421 

T172017c4g2i1p2016 9.4186 1 0.002148* 

T145131c0g1i1p355 8.4846e-31 1 1 

T175130c2g1i3p1594 0.019072 1 0.8902 

T175223c0g1i3p5236 7.4783 1 0.006245* 

*Marktækar niðurstöður 

Hér reyndist munur á tíðni samsæta milli afbrigðanna vera marktækur fyrir sömu tvö 

erfðamörkin. Ofangreindar niðurstöður sýna þó að erfðafræðilegur munur er á murtu og 

sílableikju. 

3.5 Erfast breytileikarnir óháð hver öðrum? 

Basabreytingarnar sex voru allar bornar saman, tvær og tvær í einu, og kíkvaðratpróf 

framkvæmt á hverri samsetningu með það að markmiði að kanna hvort þær erfðust óháð 

hvor annarri eða ekki. Marktækar niðurstöður fengust í sjö tilfellum af fimmtán sem bendir 

til þess að sjö samsetningar af breytileikum séu háðar (tafla 3.7). 

Tafla 3.7 Erfast breytingarnar óháð hvor annarri? Niðurstöður kíkvaðratprófa sem framkvæmd voru fyrir 

hverja mögulega samsetningu af SNPum. Frítölur voru fjórar í öllum útreikningum.  

 T175223 T171928 T145131 T172017 T174395 

T171928 1.529e-05*     

T145131 0.04238* 0.0003265*    

T172017 0.03719* 0.06436 0.1835   

T174395 0.229 0.08538 0.6527 0.0001737*  

T175130 0.2479 0.8064 0.2212 0.0007601* 1.051e-06* 

*Marktækar niðurstöður 

3.6 Er samband milli tíðni í umritunarmengi og 

tíðni í stofni? 

Til þess að kanna hvort samband væri milli tíðni SNPa í umritunarmengi og í stofni var tíðni 

samsæta sem áður var reiknuð út (sjá mynd 3.4) borin saman við tíðni sömu samsæta í 

umritunarmengi. Gögnin sem notuð voru í samanburðinn koma fram í töflu 3.8. Fylgnipróf 

var framkvæmt en niðurstöðurnar voru einnig settar upp myndrænt (mynd 3.5).  
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Tafla 3.8 Tíðni í stofni og umritunarmengi. Tíðni hverrar basabreytingar í hverju afbrigði kemur fram. 

Morph SNP TT
1 TV

2 Mismunur3 

LB T171928 0.9349 0.6875 0.2474 

SB T171928 0.4620 0.5417 -0.0797 

PL T171928 0.02238 0.1667 -0.1443 

LB T174395 0.09333 0.1087 -0.01537 

SB T174395 0.8175 0.8261 -0.008543 

PL T174395 0.002899 0.08333 -0.08043 

LB T172017 0.9405 0.6875 0.2530 

SB T172017 0.2555 0.2174 0.03806 

PL T172017 0.9136 0.8958 0.01781 

LB T145131 0.7050 0.5 0.2049 

SB T145131 0.3552 0.3696 -0.01441 

PL T145131 0.04615 0.1667 -0.1205 

LB T175130 0.01973 0.2292 -0.2094 

SB T175130 0.8527 0.8695 -0.01691 

PL T175130 0.2001 0.2727 -0.07258 

LB T175223 0.04444 0.04167 0.002777 

SB T175223 0.06173 0.1429 -0.08113 

PL T175223 0.7969 0.7609 0.03601 
1TT: Tíðni í umritunarmengi (transcriptome). 
2TV: Tíðni í stofni (validation). 
3Mismunur: TT-TV 
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Mynd 3.5 Samanburður á tíðni í stofni og umritunarmengi. Tíðni hverrar breytingar í hverju afbrigði er 

sýnd. 

Niðurstöður Pearson fylgniprófs sýndu að fylgni milli tíðni í umritunarmengi og stofni er 

jákvæð (r=0,96) og marktæk (t=13,01, df=16, P=6.32e-10). Mynd 3.5 styður þær 

niðurstöður. Því má álykta að gott samband sé milli tíðni í umritunarmengi og stofni.  
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4 Umræður  

4.1 Túlkun á niðurstöðum  

4.1.1 KASP framkvæmd  

Segja má að framkvæmd á KASP arfgerðagreiningu hafi tekist nokkuð vel, en próf á aðeins 

einum af sjö erfðabreytileikum virkaði ekki. Niðurstöðurnar sem fengust og notaðar voru í 

frekari útreikninga voru góðar þó ekki hafi verið hægt að greina alla einstaklinga. Eins og 

áður kom fram var fyrirfram búið að meta hvort stöku basabreytingarnar sem skoðaðar voru 

kæmu fyrir á fleiri en einum stað í erfðamengingu, sem líta má á sem eins konar mat á gæðum 

vísanna. Því má skoða hvort samband sé á milli þeirra gæða og fjölda ógreindra einstaklinga 

(tafla 4.1). 

Tafla 4.1 Mat á fjölda ógreindra einstaklinga. Fjöldi einstaklinga sem ekki var hægt að greina er tekinn 

fram fyrir hvern vísi.  

 T171928 T174395 T172017 T145131 T175130 T175223 

Fjöldi ógreindra 0 2 4 4 3 5 

Mat á gæðum Gott1 Gott1 Mismunandi2 Gott1 Mismunandi2 Tveir eins3 
1Gott: Tiltekinn SNP finnst á einum stað. 
2Mismunandi: Systurgen er til staðar en þó ekki með alveg eins basaröð. 
3Tveir eins: Tveir eins SNPar finnast hvor á sínum litningnum. 

Í öllum tilfellum voru aðeins fáir eða engir einstaklingar sem ekki tókst að arfgerðagreina, 

en hlutfall ógreindra einstaklinga var hæst u.þ.b. 5%. Þar sem 93 einstaklingar voru 

arfgerðagreindir telst það gott hlutfall. 

Áhugavert er að hæsta tíðni ógreindra kom fram hjá þeim vísi sem metinn var með minnstu 

gæðin af þeim sex sem voru prófaðir. Þó er erfitt að segja til um hvort orsakasamband sé þar 

á milli eða hvort um tilviljun sé að ræða þar sem gagnasettið er lítið. Gæðin virðast ekki hafa 

haft mikil áhrif á niðurstöður fyrir hina vísana. Líklegra er að hvarfið sjálft hafi haft áhrif. 

Sá vísir sem prófaður var tvisvar og látinn fara auka PCR hringi var eini vísirinn sem gaf 

nógu skýrar niðurstöður svo hægt væri að arfgerðagreina alla einstaklinga. Líklega hefðu því 

áreiðanlegri niðurstöður fengist ef það sama hefði verið gert fyrir hina SNPana. 

Þó ógreindir einstaklingar séu fáir og valdi því líklega lítilli skekkju í útreikningum er gott 

að hafa í huga að ekki nákvæmlega jafn margar arfgerðir og samsætur liggja að baki í öllum 

niðurstöðum. 

4.1.2 Raunverulegir breytileikar 

Niðurstöður úr útreikningum á tíðni arfgerða (tafla 3.1) má nota til þess að segja til um hvort 

um raunverulega breytileika sé að ræða eða ekki. Kíkvaðratpróf gáfu marktækar niðurstöður 

í öllum tilfellum svo fyrir hvern SNP er marktækur munur á arfgerðum milli afbrigða. Á 

mynd 3.3 má einnig sjá að tíðni arfgerða er breytileg. Þetta gefur til kynna að breytileikarnir 

séu raunverulegir. Ef munurinn væri ekki til staðar, t.d. ef arfblendið ástand hefði komið 



20 
 

fram í öllum einstaklingum, væru þeir það ekki. Hardy-Weinberg prófin svara þessu einnig 

fyrir nokkrar breytingar (töflur 3.2 og 3.4), en T174395, T175130 og T175223 reyndust vera 

í Hardy-Weinberg jafnvægi innan hvers stofns en ekki á milli afbrigða sem aftur bendir til 

raunverulegra breytileika.  

4.1.3 Aðskildir stofnar 

Kíkvaðratpróf sem framkvæmd voru til að kanna hvort marktækur munur væri á tíðni 

samsæta milli afbrigða (tafla 3.3) gáfu marktækar niðurstöður fyrir öll sex erfðamörkin. Þær 

niðurstöður benda til þess að stofnarnir séu aðskildir þar sem erfðafræðilegan mun má finna 

á milli þeirra. Niðurstöður úr Hardy-Weinberg prófum á tíðni samsæta milli afbrigða (tafla 

3.4) staðfesta þá ályktun. Núlltilgátu um að Hardy-Weinberg jafnvægi væri til staðar var 

hafnað í þremur tilfellum af sex líkt og áður kom fram. Þó einhverjar stakar basabreytingar 

virðist því vera í jafnvægi og bendi til blöndunar sýna þessar niðurstöður að hér er um 

aðskilda stofna að ræða. Engu að síður væri gott að framkvæma sambærilega rannsókn á 

fleiri sýnum til að fá áreiðanlegri niðurstöður. 

4.1.4 Munur á sílableikju og murtu 

Sílableikjan er sjaldgæfari en hin þrjú afbrigðin og lítið er vitað um uppruna hennar. Þó er 

talið að hún sé erfðafræðilega líkust murtu, enda eru bæði murta og sílableikja sviflæg 

afbrigði.  

Munur á tíðni arfgerða milli afbrigðanna tveggja var marktækur í tveimur tilfellum af sex 

(tafla 3.5). Það sama á við um niðurstöður úr kíkvaðratprófum á tíðni samsæta í afbrigðunum 

tveimur (tafla 3.6). Sömu tvær breytingarnar sýndu marktækan mun í báðum tilfellum. Út 

frá því má áætla að þó PI og PL séu erfðafræðilega áþekk afbrigði er samt hægt að greina á 

milli þeirra. Hér er aðeins um fá gen að ræða sem nægir ekki til að segja til um 

heildarbreytileika milli afbrigðanna.  

Einnig þarf að hafa í huga að stöku basabreytingarnar sem voru kannaðar voru valdar með 

tilliti til PL, SB og LB og tíðni þeirra hefur ekki verið könnuð í umritunarmengi PI. Hér er 

því ekki um handahófskennd sýni af erfðamengjum að ræða og líklegt er að önnur gen hefðu 

verið prófuð ef umritunarmengi í PI hefði einnig verið skoðað. Til þess að meta 

heildarbreytileikann milli PI og PL þyrfti því að framkvæma stærri rannsókn þar sem 

umritunarmengi í snemmfóstrum PI væri skoðað og fleiri gen prófuð, valin af handahófi.  

4.1.5 Háðar eða óháðar breytingar 

Kannað var með kíkvaðratprófum hvort einhver genanna fylgist að, þ.e. hvort þau erfist háð 

hvort öðru (tafla 3.7). Þær niðurstöður voru nokkuð áhugaverðar en svo virðist sem aðeins 

átta genasamsetningar af fimmtán mögulegum erfist óháð. Sjö samsetninganna líta þar af 

leiðandi út fyrir að vera í tengslaójafnvægi svo álykta má að genin liggi nálægt hvort öðru á 

litningum. Samband sem þetta getur þó einnig komið fram þar sem stofninn æxlast ekki 

handahófskennt sem ein heild og því þarf að taka þessum niðurstöðum með nokkrum 

fyrirvara. Einnig má bera saman töflu 3.7 og mynd 3.4 og sjá að þær basabreytingar sem 

virðast erfast háð hvor annarri sýna í nokkrum tilvikum svipað mynstur í tíðni samsæta milli 

afbrigða. Því er líklegt að útslagið í þeim tilfellum sé vegna stofnbyggingar. Áreiðanlegri 

niðurstöður fengjust ef þetta yrði reiknað innan hvers afbrigðis fyrir sig en til þess þyrfti að 

auka sýnastærð.  
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4.1.6 Samband tíðni í umritunarmengi og stofni 

Ef samband milli tíðni stakra basabreytinga í umritunarmengi og tíðni sömu basabreytinga í 

stofni er kannað, má sjá út frá mynd 3.5 og niðurstöðum úr Pearson fylgniprófi að fylgnin 

þar á milli er sterk. Fylgnistuðullinn r=0.96 gefur til kynna mikla jákvæða fylgni auk þess 

sem P-gildið (P=6.32e-10) staðfestir að þær niðurstöður séu marktækar. Því má álykta að 

sambandið milli tíðni í umritunarmengi og tíðni í stofni sé línulegt og að gildin víki lítið út 

frá þeirri dreifingu. Ef tafla 3.8 er skoðuð má sjá út frá mismuni gildanna að tíðni stakra 

basabreytinga í umritunarmengi er oft nokkuð vanmetin. Í sumum tilfellum er hún þó 

ofmetin en munurinn er aldrei mikill. Á heildina litið má því segja að sterkt samband sé á 

milli tíðni stakra basabreytinga í gagnasettunum tveimur. 

Út frá þessum niðurstöðum má einnig sjá að þó að sýnin úr umritunarmengjum hafi komið 

úr fjölskyldum, þ.e. úr skyldum einstaklingum, duga þau til þess að finna gen sem greina á 

milli afbrigða.  

4.2 Genin sem skoðuð voru  

Genin sem voru skoðuð í þessari rannsókn eru nokkuð mismunandi, enda voru þau að hluta 

til valin með tilliti til virkni. Þau eru misvel þekkt og þó einhverjar upplýsingar séu til um 

flest þeirra í laxfiskum, þá helst í Atlantshafslaxi, er virkni þeirra oft aðeins þekkt í mönnum 

eða öðrum lífverum. Hér verður í stuttu máli sagt frá því helsta sem vitað er um hvert gen. 

Transmembrane protein 9B (T171928c5g1i5p649) 

Genið er þekkt í Atlantshafslaxi (Salmo salar) og er þar staðsett á litningi númer 11 (NCBI, 

2016a). Litlar upplýsingar er að finna um virkni gensins í laxfiskum en það hefur þó verið 

rannsakað í mönnum. Genið skráir þar fyrir próteini og sem tekur þátt í boðleiðum tengdum 

bólgusvörun. Próteinið er einnig mikilvægt í ýmsum TNF (tumor necrosis factor) boðleiðum 

(Dodeller o.fl., 2008). 

GA-binding protein subunit beta-1-like (T174395c0g1i1p238) 

Þetta gen er einnig þekkt í Atlantshafslaxi (Salmo salar) þar sem það er staðsett á litningi 

14. Lítið hefur verið skrifað um genið í laxfiskum en þó er vitað að genið skráir fyrir próteini 

og að það inniheldur 11 útraðir (NCBI, 2016b). Í mönnum skráir það fyrir umritunarþætti 

sem getur verkað á GA endurtekningar og er nauðsynlegur fyrir tjáningu á Adenovirus E4 

geninu (UniProt, 2016a). 

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein-like (172017c4g2i1p2016) 

Genið virðist finnast á tveimur stöðum í erfðamengi Salmo salar, þ.e. bæði á litningi 23 

(NCBI, 2016c) og á litningi 14 (NCBI, 2016d). Virkni þess er hins vegar betur þekkt í 

mönnum en talið er að það gegni hlutverki í stjórnun á stöðugleika mRNA. Í mönnum er 

genið mikið tjáð í hjarta, beinagrindarvöðvum og nýrum (UniProt, 2016b).  

Metalloproteinase inhibitor 2-like (T145131c0g1i1p355) 

Genið finnst á litningi 28 í Salmo salar, inniheldur 5 útraðir og skráir fyrir próteini. Í 

zebrafiskum er tjáning gensins mikilvæg fyrir eðlilegan fósturþroska og hefur 
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vaxtarþáttavirkni í ýmsum vefjagerðum. Próteinið finnst þar strax á einnar frumu stigi og er 

tjáð fyrstu 48 tímana í það minnsta (Zhang o.fl., 2003). Einnig hefur verið sýnt fram á að 

afurð gensins taki þátt í endurmyndun sporðugga í zebrafiskum (Bai o.fl., 2005). 

RNA-binding protein Musashi homolog 1 (T175130c2g1i3p1594) 

Í Salmo salar er genið staðsett á litningi 24, inniheldur 15 útraðir og skráir fyrir próteini 

(NCBI, 2016e). Í mönnum hefur genið verið tengt við hversu illkynja taugatróðsæxli og 

sortuæxli eru auk þess sem það hefur áhrif á frumufjölgunareiginleika í sömu gerðum af 

æxlum (NCBI, 2016f). Það virðist einnig hafa áhrif á sérhæfingu og viðhald stofnfrumna í 

miðtaugakerfinu (UniProt, 2016c). 

Serine/threonine-protein kinase SIK3 (T175223c0g1i3p5236) 

Engar upplýsingar fundust um virkni gensins í laxfiskum. Eins og nafnið gefur til kynna 

hefur það þó serine/theronine kínasavirkni og hefur þá virkni bæði í mönnum og músum. Í 

músum hefur afurð gensins ýmsa líffræðilega virkni, svo sem áhrif á þroskun brjósks, 

beinmyndun og myndun útlima og vöxt lífverunnar svo dæmi séu nefnd (UniProt, 2016d). 

Þó er ekki hægt að áætla út frá þeim upplýsingum að virknin sé sú sama í fiskum. 

4.3 Lokaorð 

Þar sem niðurstöður sýndu að bleikjuafbrigðin fjögur í Þingvallavatni eru aðskildir stofnar 

er áhugavert að velta fyrir sér þeim erfðafræðilega mun sem sjá má á milli þeirra. Ef til vill 

verður enn áhugaverðara að skoða niðurstöður úr rannsóknum sem þessum eftir því sem 

þekkingin á erfðafræði og lifnaðarháttum sílableikju eykst. Einnig gæti verið athyglisvert að 

rannsaka hvort sömu samsætur og hér voru kannaðar sýni mun milli bleikjuafbrigða í öðrum 

norðlægum stöðuvötnum þar sem afbrigðamyndun hefur átt sér stað.  

Hafa verður í huga að aðeins sex stakar basabreytingar voru skoðaðar hér en mun fleiri eru 

þekktar. Rannsóknir og frekari greiningar á fleiri breytileikum geta því leitt í ljós mikilvægar 

upplýsingar um þroskunarferli og þróun afbrigðanna fjögurra. Slík þekking sem og 

niðurstöður úr annars konar rannsóknum á bleikjunni í Þingvallavatni munu, ásamt þeirri 

þekkingu sem þegar er til staðar, færa okkur nær því að skilja betur bæði þróun og 

tegundamyndun. Sá skilningur mun ekki aðeins reynast mikilvægur fyrir vísindalegar 

framfarir heldur kenna okkur einnig að meta fjölbreytileika lífsins og þann merkilega heim 

sem maðurinn tilheyrir fyrir tilstuðlan þróunar. 
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Viðauki A 

Hér má sjá niðurstöður arfgerðagreininga fyrir hvern einstakling. Fyrstu tveir stafirnir í nöfnum 

einstaklinganna gefa til kynna afbrigðið. Fyrsti dálkur töflunnar sýnir staðsetningu í bakkanum sem 

notaður var í qPCR hvarfið. Tölurnar tákna eftirfarandi: 0=arfhreinn um samsætu 1, 1=arfblendinn 

einstaklingur, 2=arfhreinn um samsætu 2. NTC stendur fyrir neikvætt viðmið og N/A bendir til að 

ekki hafi tekist að arfgerðagreina viðkomandi einstakling. 

Well Sample Name T171928 T174395 T172017 T145131 T175130 T175223 

A1 LB-CAL.EGG15-112 1 2 0 0 0 2 

A10 PL-14473 2 2 1 2 2 0 

A11 PL-14481 2 2 0 2 2 1 

A12 PL-14493 1 2 0 1 2 0 

A2 LB-CAL.EGG15-120 0 2 1 1 1 2 

A3 LB-CAL.EGG15-128 0 1 1 0 1 2 

A4 LB-LB04001 0 2 1 1 2 2 

A5 PI-PI04012 2 2 0 2 1 1 

A6 PI-A545 0 2 0 1 1 2 

A7 SB-A002 1 0 2 1 0 2 

A8 SB-A014 2 0 2 2 0 2 

A9 SB-A045 1 0 1 0 1 2 

B1 LB-CAL.EGG15-113 1 2 1 2 2 2 

B10 PL-14474 2 2 0 1 1 0 

B11 PL-14482 2 2 1 2 2 0 

B12 PL-14494 2 2 1 2 2 2 

B2 LB-CAL.EGG15-121 0 2 0 0 2 2 

B3 LB-CAL.EGG15-129 0 2 2 1 2 2 

B4 PI-A038 2 2 0 2 2 1 

B5 PI-PI04013 2 2 N/A 2 1 1 

B6 PI-A546 2 2 0 2 2 0 

B7 SB-A003 1 0 2 2 0 2 

B8 SB-A015 0 0 2 1 0 2 

B9 SB-A046 1 0 2 2 0 N/A 

C1 LB-CAL.EGG15-114 1 1 0 0 2 2 

C10 PL-14475 1 2 0 0 0 0 

C11 PL-14484 2 1 0 2 2 1 

C12 PL-14497 2 2 0 2 1 1 

C2 LB-CAL.EGG15-122 1 2 0 2 1 2 

C3 LB-CAL.EGG15-130 1 2 1 2 2 2 

C4 PI-A039 2 2 N/A 2 1 N/A 

C5 PI-PI04014 1 2 2 2 2 2 

C6 PI-A547 1 2 1 1 1 2 

C7 SB-A004 1 0 1 1 0 2 

C8 SB-A016 1 0 1 2 1 2 

C9 SB-A047 1 0 1 1 0 1 

D1 LB-CAL.EGG15-115 1 N/A 2 N/A 2 0 

D10 PL-14476 2 2 0 2 1 0 

D11 PL-14486 2 2 0 2 0 1 

D12 PL-A017 1 2 0 1 1 1 

D2 LB-CAL.EGG15-123 1 1 1 N/A 2 2 

D3 LB-CAL.EGG15-131 1 1 1 2 2 2 

D4 PI-A041 1 2 1 2 1 0 

D5 PI-PI04015 2 2 1 1 2 0 
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D6 PI-A548 1 2 1 2 2 0 

D7 SB-A005 2 0 2 0 0 2 

D8  NTC NTC NTC NTC NTC NTC 

D9 SB-A050 2 1 2 1 0 N/A 

E1 LB-CAL.EGG15-116 1 2 0 1 0 2 

E10  NTC NTC NTC NTC NTC NTC 

E11 PL-14488 2 2 0 2 1 N/A 

E12 PL-A019 2 2 0 2 2 0 

E2 LB-CAL.EGG15-124 0 1 0 0 2 2 

E3 LB-CAL.EGG15-132 0 2 1 1 2 2 

E4 PI-A048 1 2 0 2 1 0 

E5 PI-PI04016 1 2 1 1 1 2 

E6 PI-A549 2 2 1 1 1 2 

E7 SB-A007 1 0 1 2 1 1 

E8 SB-A018 2 2 1 2 0 1 

E9 SB-A055 0 0 1 1 0 2 

F1 LB-CAL.EGG15-117 2 2 0 1 1 2 

F10 PL-14477 2 1 0 2 2 0 

F11 PL-14490 2 2 0 2 2 1 

F12 PL-A020 1 2 0 2 1 0 

F2 LB-CAL.EGG15-125 1 2 1 2 2 2 

F3 LB-CAL.EGG15-133 0 2 0 0 2 2 

F4 PI-PI04009 2 2 1 2 2 1 

F5 PI-PI04017 2 2 0 1 1 1 

F6 PI-A550 1 2 2 N/A 2 1 

F7 SB-A009 1 0 2 1 N/A N/A 

F8 SB-A022 1 1 N/A 2 0 2 

F9 SB-A056 0 1 2 1 0 2 

G1 LB-CAL.EGG15-118 0 2 0 0 2 2 

G10 PL-14478 1 2 0 2 1 0 

G11 PL-14491 1 2 0 2 1 0 

G12 PL-A021 2 1 0 1 2 0 

G2 LB-CAL.EGG15-126 1 2 1 0 1 2 

G3  NTC NTC NTC NTC NTC NTC 

G4 PI-PI04010 1 2 N/A 2 2 2 

G5 PI-PI04018 1 2 2 1 0 2 

G6 SB-A000 1 0 1 0 0 1 

G7 SB-A010 0 N/A 2 1 0 2 

G8 SB-A025 0 1 1 1 0 1 

G9 SB-A057 1 0 2 2 0 1 

H1 LB-CAL.EGG15-119 1 2 0 2 1 2 

H10 PL-14480 2 1 0 2 N/A 1 

H11 PL-14492 1 2 1 1 2 1 

H12 PL-A013 2 2 0 1 N/A 1 

H2 LB-CAL.EGG15-127 0 2 1 2 1 2 

H3 LB-CAL.EGG15-134 1 2 0 2 2 2 

H4 PI-PI04011 2 1 1 2 1 0 

H5 PI-PI04019 1 2 1 2 2 2 

H6 SB-A001 1 1 2 N/A 2 2 

H7 SB-A012 0 1 2 1 1 2 

H8 SB-A032 1 0 1 2 0 2 

H9 PL-14471 1 2 1 2 2 0 
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Viðauki B 

Hér sjást annars vegar myndir fyrir vísi T70543c0g1i1p795 sem hætt var við að nota eftir að 

framkvæmd hófst (efri, var prófaður tvisvar) og hins vegar mynd af niðurstöðum úr fyrri greiningu á 

vísi T171928c5g1i5p649 (neðri). 
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Viðauki C 

Hér má sjá allar R-skipanir sem notaðar voru við úrvinnslu. Skipanirnar eru sýndar í 

þremur hlutum. 

1. R-skipanir fyrir myndrænar niðurstöður úr KASP arfgerðagreiningu  

install.packages("ggplot2") 
library(ggplot2) 
install.packages("ggrepel") 
library(ggrepel) 
 
### Töflur sem innihalda upplýsingar úr KASP greiningunni fyrir hvern vísi eru 
fyrst lesnar inn. Upplýsingarnar sem eru notaðar koma beint úr forritinu og sýna 
svar fyrir hvora samsætu hjá hverjum einstaklingi. 
 
run1=read.table("run1.txt", header=T) 
run2=read.table("run2.txt", header=T) 
run3=read.table("run3.txt", header=T) 
run4=read.table("run4.txt", header=T) 
run5=read.table("run5.txt", header=T) 
run6=read.table("run6.txt", header=T) 
 
### Fyrir myndir án merkinga fyrir hvern einstakling. 
### Eitt dæmi sýnt hér. Endurtekið fyrir hverja töflu og nöfnum á vísum breytt í 
samræmi við það. Einn litur er notaður fyrir hvert afbrigði. 
 
attach(run1) 
pdf("KASP1omerkt.pdf") 
qplot(Allele1..Rn,Allele2..Rn, 
      col=Morph, 
      size=3, 
      main="Primer T171928c5g1i5p649")+ 
  scale_color_manual(values=c('#3333ff','#000000', '#a06b56', '#00e600', 
'#ff0000')) 
dev.off() 
 
 
###Fyrir myndir með merkingum fyrir hvern einstakling. Stærð myndar stillt þannig 
að merkingar séu greinilegar á mynd. Aftur eitt dæmi sýnt á sama hátt. 
 
attach(run4) 
png("KASP4merkt.png", width = 1200, height = 776) 
qplot(Allele1..Rn,Allele2..Rn, 
      col=Morph, 
      size=3, 
      main="Primer T145131c0g1i1p355")+ 
  scale_color_manual(values=c('#3333ff','#000000', '#a06b56', '#00e600', 
'#ff0000'))+ 
  geom_point() + 
  geom_text_repel(aes(label=Sample.Name), size=3) 
dev.off() 
 

2. R-skipanir fyrir aðrar niðurstöður 

install.packages("HWxtest") 
library(HWxtest) 
 
# load datafile 
kasp<-read.csv("../data/VHTMB_KASP.csv",header=T,sep=";") 
 
# checking datafile 
head(kasp) 
dim(kasp) 
 
##### make tables for specific SNPs 
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T171928<-table(kasp$T171928c5g1i5p649,kasp$Morph) 
T171928 
 
T174395<-table(kasp$T174395c0g1i1p238,kasp$Morph) 
T174395 
 
T172017<-table(kasp$T172017c4g2i1p2016,kasp$Morph) 
T172017 
 
T145131<-table(kasp$T145131c0g1i1p355,kasp$Morph) 
T145131 
 
T175130<-table(kasp$T175130c2g1i3p1594,kasp$Morph) 
T175130 
 
T175223<-table(kasp$T175223c0g1i3p5236,kasp$Morph) 
T175223 
 
# sníðum af missing data (efsta lína) og negative controls 
 
T171928<-T171928[c(1:3),c(2:5)] 
T171928 
 
T174395<-T174395[c(2:4),c(2:5)] 
T174395 
 
T172017<-T172017[c(2:4),c(2:5)] 
T172017 
 
T145131<-T145131[c(2:4),c(2:5)] 
T145131 
 
T175130<-T175130[c(2:4),c(2:5)] 
T175130 
 
T175223<-T175223[c(2:4),c(2:5)] 
T175223 
 
## er munur á tíðni arfgerða milli afbrigða? 
 
chisq.test(T171928) 
chisq.test(T174395) 
chisq.test(T172017) 
chisq.test(T145131) 
chisq.test(T175130) 
chisq.test(T175223) 
 
# er munur á tíðni arfgerða milli PI og PL? 
 
T171928[,c(2,3)] 
chisq.test(T171928[,c(2,3)]) 
 
T174395[c(2,3),c(2,3)] 
chisq.test(T174395[c(2,3),c(2,3)]) 
 
##Kóðinn hér er öðruvísi þar sem engir einstaklingar voru arfhreinir um samsætu 1 
 
T172017[,c(2,3)] 
chisq.test(T172017[,c(2,3)]) 
 
T145131[,c(2,3)] 
chisq.test(T145131[,c(2,3)]) 
 
T175130[,c(2,3)] 
chisq.test(T175130[,c(2,3)]) 
 
T175223[,c(2,3)] 
chisq.test(T175223[,c(2,3)]) 
 
# skilgreinum myndaglugga, 2 myndir hlið við hlið 
 
par(mfrow=c(1,2)) 
 
 
# breyta röð dálka í töflu 
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T171928[,c(1,4,2,3)] 
T174395[,c(1,4,2,3)] 
T172017[,c(1,4,2,3)] 
T145131[,c(1,4,2,3)] 
T175130[,c(1,4,2,3)] 
T175223[,c(1,4,2,3)] 
 
# teiknum graf 
 
barplot(T171928[,c(1,4,2,3)],main="T171928",ylab="Frequency of 
genotypes",xlab="Morphs") 
barplot(T174395[,c(1,4,2,3)],main="T174395",ylab="Frequency of 
genotypes",xlab="Morphs") 
barplot(T172017[,c(1,4,2,3)],main="T172017",ylab="Frequency of 
genotypes",xlab="Morphs") 
barplot(T145131[,c(1,4,2,3)],main="T145131",ylab="Frequency of 
genotypes",xlab="Morphs") 
barplot(T175130[,c(1,4,2,3)],main="T175130",ylab="Frequency of 
genotypes",xlab="Morphs") 
barplot(T175223[,c(1,4,2,3)],main="T175223",ylab="Frequency of 
genotypes",xlab="Morphs") 
 
## tíðnipróf á allelum  
 
T171928pal<-rbind((T171928[1,]*2+T171928[2,]),(T171928[3,]*2+T171928[2,])) 
T171928pal 
 
T174395pal<-rbind((T174395[1,]*2+T174395[2,]),(T174395[3,]*2+T174395[2,])) 
T174395pal 
 
T172017pal<-rbind((T172017[1,]*2+T172017[2,]),(T172017[3,]*2+T172017[2,])) 
T172017pal 
 
T145131pal<-rbind((T145131[1,]*2+T145131[2,]),(T145131[3,]*2+T145131[2,])) 
T145131pal 
 
T175130pal<-rbind((T175130[1,]*2+T175130[2,]),(T175130[3,]*2+T175130[2,])) 
T175130pal 
 
T175223pal<-rbind((T175223[1,]*2+T175223[2,]),(T175223[3,]*2+T175223[2,])) 
T175223pal 
 
## allelatíðni öll 4 afbrigði 
 
chisq.test(T171928pal) 
chisq.test(T174395pal) 
chisq.test(T172017pal) 
chisq.test(T145131pal) 
chisq.test(T175130pal) 
chisq.test(T175223pal) 
 
## allelatíðni PI vs PL 
 
chisq.test(T171928pal[,c(2,3)]) 
chisq.test(T174395pal[,c(2,3)]) 
chisq.test(T172017pal[,c(2,3)]) 
chisq.test(T145131pal[,c(2,3)]) 
chisq.test(T175130pal[,c(2,3)]) 
chisq.test(T175223pal[,c(2,3)]) 
 
## búa til forrit til að reikna tíðni allela 
 
freqAlleles<-function(gtyps){ 
 pq=palleles=0 
 palleles<-(gtyps[1,]*2+gtyps[2,])/(colSums(gtyps)*2) 
 pq<-rbind(palleles,1-palleles) 
 colnames(pq)<-c("LB","PI","PL","SB") 
 rownames(pq)<-c("p","q") 
 pq[,c(1,4,2,3)] 
} 
 
T171928pq<-freqAlleles(T171928) 
T171928pq 
barplot(T171928pq[1,],ylim=c(0,1),main="T171928",ylab="Frequency of 
alleles",xlab="Morphs") 
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T174395pq<-freqAlleles(T174395) 
T174395pq 
barplot(T174395pq[1,],ylim=c(0,1),main="T174395",ylab="Frequency of 
alleles",xlab="Morphs") 
 
T172017pq<-freqAlleles(T172017) 
T172017pq 
barplot(T172017pq[1,],ylim=c(0,1),main="T172017",ylab="Frequency of 
alleles",xlab="Morphs") 
 
T145131pq<-freqAlleles(T145131) 
T145131pq 
barplot(T145131pq[1,],ylim=c(0,1),main="T145131",ylab="Frequency of 
alleles",xlab="Morphs") 
 
T175130pq<-freqAlleles(T175130) 
T175130pq 
barplot(T175130pq[1,],ylim=c(0,1),main="T175130",ylab="Frequency of 
alleles",xlab="Morphs") 
 
T175223pq<-freqAlleles(T175223) 
T175223pq 
barplot(T175223pq[1,],ylim=c(0,1),main="T175223",ylab="Frequency of 
alleles",xlab="Morphs") 
 
############################# 
 
#HWxtest 
 
library(HWxtest) 
 
## HWE próf á heildinni. 
## Kóðinn fyrir T171928 er öðruvísi en fyrir hina svo taflan komi rétt út 
 
GenT171928<-table(kasp$T171928c5g1i5p649) 
GenT171928[c(1:3)] 
T171928hwx<-hwx.test(as.vector(GenT171928[c(1:3)]));T171928hwx 
 
GenT174395<-table(kasp$T174395c0g1i1p238) 
GenT174395[c(2:4)] 
T174395hwx<-hwx.test(as.vector(GenT174395[c(2:4)]));T174395hwx 
 
GenT172017<-table(kasp$T172017c4g2i1p2016) 
GenT172017[c(2:4)] 
T172017hwx<-hwx.test(as.vector(GenT172017[c(2:4)]));T172017hwx 
 
GenT145131<-table(kasp$T145131c0g1i1p355) 
GenT145131[c(2:4)] 
T145131hwx<-hwx.test(as.vector(GenT145131[c(2:4)]));T145131hwx 
 
GenT175130<-table(kasp$T175130c2g1i3p1594) 
GenT175130[c(2:4)] 
T175130hwx<-hwx.test(as.vector(GenT175130[c(2:4)]));T175130hwx 
 
GenT175223<-table(kasp$T175223c0g1i3p5236) 
GenT175223[c(2:4)] 
T175223hwx<-hwx.test(as.vector(GenT175223[c(2:4)]));T175223hwx 
# sækja tölurnar úr outputtinu 
 
T175223hwx[[1]] 
#skrifa í töflu 
 
write.table(T171928hwx[[1]], "../output/T171928hwx.txt") 
write.table(T174395hwx[[1]], "../output/T174395hwx.txt") 
write.table(T172017hwx[[1]], "../output/T172017hwx.txt") 
write.table(T145131hwx[[1]], "../output/T145131hwx.txt") 
write.table(T175130hwx[[1]], "../output/T175130hwx.txt") 
write.table(T175223hwx[[1]], "../output/T175223hwx.txt") 
 
## HWE próf á hverjum stofni 
T175223 
T175223[,1] 
as.vector(T175223[,1]) 
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hwx.test(as.vector(T171928[,1]))  
hwx.test(as.vector(T171928[,2])) 
hwx.test(as.vector(T171928[,3])) 
hwx.test(as.vector(T171928[,4])) 
 
hwx.test(as.vector(T174395[,1]))  
hwx.test(as.vector(T174395[,2])) 
hwx.test(as.vector(T174395[,3])) 
hwx.test(as.vector(T174395[,4])) 
 
hwx.test(as.vector(T172017[,1]))  
hwx.test(as.vector(T172017[,2])) 
hwx.test(as.vector(T172017[,3])) 
hwx.test(as.vector(T172017[,4])) 
 
hwx.test(as.vector(T145131[,1]))  
hwx.test(as.vector(T145131[,2])) 
hwx.test(as.vector(T145131[,3])) 
hwx.test(as.vector(T145131[,4])) 
 
hwx.test(as.vector(T175130[,1]))  
hwx.test(as.vector(T175130[,2])) 
hwx.test(as.vector(T175130[,3])) 
hwx.test(as.vector(T175130[,4])) 
 
hwx.test(as.vector(T175223[,1]))  
hwx.test(as.vector(T175223[,2])) 
hwx.test(as.vector(T175223[,3])) 
hwx.test(as.vector(T175223[,4])) 
 
############ Eru genin óháð? 
###Ath að kóðinn þar sem T171928 kemur fyrir er öðruvísi  
 
###T175223 á móti rest 
 
T175223_T175130<-table(kasp$T175223c0g1i3p5236,kasp$T175130c2g1i3p1594) 
T175223_T175130 
T175223_T175130[c(2:4),c(2:4)] 
T175223_T175130<-T175223_T175130[c(2:4),c(2:4)] 
 
chisq.test(T175223_T175130) 
 
T175223_T145131<-table(kasp$T175223c0g1i3p5236,kasp$T145131c0g1i1p355) 
T175223_T145131<-T175223_T145131[c(2:4),c(2:4)] 
 
chisq.test(T175223_T145131) 
 
T175223_T172017<-table(kasp$T175223c0g1i3p5236,kasp$T172017c4g2i1p2016) 
T175223_T172017<-T175223_T172017[c(2:4),c(2:4)] 
 
chisq.test(T175223_T172017) 
 
T175223_T174395<-table(kasp$T175223c0g1i3p5236,kasp$T174395c0g1i1p238) 
T175223_T174395<-T175223_T174395[c(2:4),c(2:4)] 
chisq.test(T175223_T174395) 
 
T175223_T171928<-table(kasp$T175223c0g1i3p5236,kasp$T171928c5g1i5p649) 
T175223_T171928 
T175223_T171928[c(2:4),c(1:3)] 
T175223_T171928<-T175223_T171928[c(2:4),c(1:3)] 
chisq.test(T175223_T171928) 
 
##T175130 á móti rest 
 
T175130_T145131<-table(kasp$T175130c2g1i3p1594,kasp$T145131c0g1i1p355) 
T175130_T145131 
T175130_T145131[c(2:4),c(2:4)] 
T175130_T145131<-T175130_T145131[c(2:4),c(2:4)] 
chisq.test(T175130_T145131) 
 
T175130_T172017<-table(kasp$T175130c2g1i3p1594,kasp$T172017c4g2i1p2016) 
T175130_T172017<-T175130_T172017[c(2:4),c(2:4)] 
chisq.test(T175130_T172017) 
 
T175130_T174395<-table(kasp$T175130c2g1i3p1594,kasp$T174395c0g1i1p238) 
T175130_T174395<-T175130_T174395[c(2:4),c(2:4)] 
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chisq.test(T175130_T174395) 
 
T175130_T171928<-table(kasp$T175130c2g1i3p1594,kasp$T171928c5g1i5p649) 
T175130_T171928 
T175130_T171928[c(2:4),c(1:3)] 
T175130_T171928<-T175130_T171928[c(2:4),c(1:3)] 
 
chisq.test(T175130_T171928) 
 
###T145131c0g1i1p355 á móti rest 
 
T145131_T172017<-table(kasp$T145131c0g1i1p355,kasp$T172017c4g2i1p2016) 
T145131_T172017<-T145131_T172017[c(2:4),c(2:4)] 
chisq.test(T145131_T172017) 
 
T145131_T174395<-table(kasp$T145131c0g1i1p355,kasp$T174395c0g1i1p238) 
T145131_T174395<-T145131_T174395[c(2:4),c(2:4)] 
chisq.test(T145131_T174395) 
 
T145131_T171928<-table(kasp$T145131c0g1i1p355,kasp$T171928c5g1i5p649) 
T145131_T171928<-T145131_T171928[c(2:4),c(1:3)] 
chisq.test(T145131_T171928) 
 
###T172017 á móti rest 
 
T172017_T174395<-table(kasp$T172017c4g2i1p2016,kasp$T174395c0g1i1p238) 
T172017_T174395<-T172017_T174395[c(2:4),c(2:4)] 
chisq.test(T172017_T174395) 
 
T172017_T171928<-table(kasp$T172017c4g2i1p2016,kasp$T171928c5g1i5p649) 
T172017_T171928<-T172017_T171928[c(2:4),c(1:3)] 
chisq.test(T172017_T171928) 
 
###T174395 á móti rest 
 
T174395_T171928<-table(kasp$T174395c0g1i1p238,kasp$T171928c5g1i5p649) 
T174395_T171928<-T174395_T171928[c(2:4),c(1:3)] 
chisq.test(T174395_T171928) 
 

3. R-skipanir fyrir samanburð á tíðni í umritunarmengi og tíðni í stofni 

 
library(ggplot2) 
jpeg("samanburdur.jpeg") 
qplot(TV,TT, 
      shape=Morph, 
      col=SNP, 
      size=3, 
      main="Samanburður")+ 
  scale_color_manual(values=c('#3333ff','#ff00bf', '#00e600', '#000000', 
'#ff0000', '#f2e027'))+ 
  geom_point(aes(shape = Morph)) + scale_shape_manual(values=c(1,2,3))+ 
  theme_bw()+ 
  xlab("Tíðni í stofni")+ 
  ylab("Tíðni í umritunarmengi") 
dev.off() 
 
##Tíðnipróf til að kanna sambandið á milli 
 
cor.test(TV,TT) 


