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1. INNIHALD SKYRSLUNNAR

betta er lokaskyrsla verkefnisins “Kyngreining fiska” (verkefnisnimer 041221005)

sem skilad er til Teekniprounarsjéds (Rannsoknamidstodvar islands).

Samstarfsadilar verkefnisins voru Matis-Prokaria, Nimblegen Systems & Islandi og

Stofnfiskur hf.

Afrakstur verkefnisins er eftirfarandi:

1.

9.

brju genasofn af kyn audgudu DNA ur laxi, porski og 1udu (hvert safn med
um 7000-9000 klona).

Radgreining & um 6000-7000 kléonum ur hverju genasafni (fyrir lax, porsk
og ludu).

Smidi 4 flogum med kyn audgudum rédum Ur laxi, porski og [udu.
Smidi 4 flogu med 4dur birtum laxarddum.
battaporun 4 laxa-, porska- og laduflogum og greining gagna.

broun 4 adferdum til pattaporunar 4 flogu og greiningu gagna.
Endurbatt tekni til smidi & DNA flogum

Urvinnsla 4 nidurstodum af flogugreiningu fyrir lax, porsk og ludu.

Konnun 4 adgreiningu milli kynja & voldum rédum fyrir lax, [adu og porsk.

10. Menntun og pjalfun ungra visindamanna.



2. INNGANGUR

Eldisrymi skiptir miklu mali i klakfiskaeldi. Markmid verkefnisins var ad proa
greiningaradferd til ad kyngreina helstu tegundir eldisfiska snemma & aviskeidi peirra.
Mikil porf er fyrir slikt 1 hrognaframleidslu par sem verulegur dvinningur er af pvi ad
ala eingdngu hrygnur. Hengar verda t.d. kynproska yngri en hrygnur og vaxa pvi
hagar. Kyngreining snemma & @viskeidi myndi koma i veg fyrir tjon af pessum véldum
med pvi ad feekka heengum og stérauka framleidslugetu. Nuna er lax kyngreindur med
sonar pegar hann er um 1 kg ad pyngd og p.a.l. veeri mikill sparnadur i pvi ad hreinsa
hanga fra i eldiskerjum mun fyrr en nil er mogulegt. Pad sama 4 vid i ludu- og
porskeldi.

Margbreytileg kynakvardandi kerfi eru i fiskum og pad er jatnvel mikill munur &
milli skyldra tegunda par sem kyndkvordunarkerfi virdast hafa proast med mismikid
akvordunarvegi erfdapatta og umhverfis (Devlin et al. 2002). Erfoapettir eru samt
feestir pekktir og rannsoknir hafa synt fram 4 ad peir geta verid mismunandi milli
skyldra tegunda. bPa er oft um ad raeda flokid samspil erfda, umhverfis og jafnvel
atferlis, eins og hitastigs og samsetningar stofnsins (Baroiller et al. 2001). I 6drum
tegundum virdist kyndkvordunin algjorlega arfbundin og hefur i sumum tilvikum tekist
a0 greina fasta kynlitninga eda kynakvardandi svaedi a litningum. Fjoldi tilbrigda er
sidan vid petta og af pessu leidir ad gridarlegur fjolbreytileiki finnst i kynadkvordun
medal fiska (Kondo et al. 2002).

Afar takmorkud vitneskja er fyrirliggjandi um kyndkvardandi kerfi hja laxi,
porski og lidu. Vid samanburd & kynakvardandi pattum i ett laxfiska kom fram ad
mismunandi Y litningar h6fou proast i mismunandi tegundum. Litill munur virdist vera
4 kynlitningum pessara tegunda og kyndkvardandi svadi vera litil og & mismunandi
litningum. Par sem henggerdar hrygnur gefa bara af sér hrygnur er talid vist ad i
laxinum sé erfoafraedilega kyndkvardandi gen eda litningur (Woram et al. 2003). Engin
vitneskja er um tilvist kynlitninga eda kynakvardandi gena i porski eda ladu. bessir
fiskar halda po kyni sinu alla @vi pannig ad liklegt pykir ad kyndkvordun peirra sé
erfoafredileg.



Hegt er ad framleida eingdongu hrygnur i fiskeldi med pvi ad gefa hrygnum
methyltestosteron hormén vid frumféorun. Vid kynproska framleida slikar hrygnur svil.
Med pvi ad frjovga hrogn med svilum undan haenggerdum hrygnum verda 61l afkvemin
hrygnur. Okostur vid pessa adferd i kynbotastarfinu er ad pad lengir attlidabilid.
Hingad til hefur hormoénanotkun verid leyfdo & undanpagu vegna hanggeringu &
hrygnum til svilaframleidslu. Gert er rad fyrir ad 6l hormonanotkun 1 matvalaidnadi
verdi bonnud i framtidinni po svo hin tengist ekki framleidslu & matfiski heldur

klakfiski (El-Zaeem et al. 2006).

Fradrattar-porun 4 erfoaefni (subtractive hybridization) er notud til ad einangra
fra DNA radir eda svedi sem eru til stadar i einu erfdamengi en ekki i 60ru néaskyldu.
bessi adferd hefur verid mikid notud, sérstaklega i mannerfdafredi, til ad einangra
erfdaefni sem t.d. hefur tapast ar @xlisvef borid saman vid heilbrigdan vef (Sagerstrom
et al. 1997). Aodferdin gengur i storum drattum ut & pad ad tveimur erfdamengjum er
pattaparad saman. Erfoamengid (DNA- driver) sem talid er vanta pad svadi sem
einangra 4 er 14tid “draga Ut Gr” hinu erfdamenginu (tester-DNA) pad sem sameiginlegt
er milli erfdamengjanna. Driver synid dregur ut allt sem er sameiginlegt milli synanna
og pa er mismunurinn einn eftir. Pennan mismun ma einangra og greina a einn eda
annan hatt eftir PCR mognun (Akopyants et al. 1998; Lisitsyn et al. 1994a; Lisitsyn et
al. 1994b). Helsta vandamal pessarar adferdar er ad bakgrunnur er 6hjakvaemilegur
pegar unnid er med svo stor erfoamengi (billjon basapor). Kostirnir felast aftur 4 moéti i
audgunarpattinum sem margfaldar likurnar 4 a0 fA DNA sem einungis er til stadar i

00ru kyninu (Cho et al. 1998).

Ahzttan i verkefninu folst pess vegna i pvi hvort nagilegur kynjamunur sé i
erfdamengi pessara fiska til a0 greina hann med pessum adferdum. Nidurstadan var su

a0 einungis einstaklingsmunur greindist en ekki fastur kynbundinn munur.



3. EFNI OG ADFERDIR

3.1 Val a fiskum ar premur tegundum fyrir gerd genasafna og
fyrir pattap6run

Mikilvaegt var ad hafa fiskana, sem notadir voru til ad utbua genasdfnin, sem skyldasta
til a0 minnka ahrif sem orsakast af einstaklings erfdabreytileika. Pess vegna voru
systkini (heengur og hrygna) fengin fra fiskeldisstoovum en fiskarnir par eru merktir og
foreldrarnir pekktir. Eitt systkini var fengid fyrir hverja tegund til ad utbtia genaséfnin
Fyrir pattaporun & fldgurnar purfti DNA ar badi skyldum og 6skyldum pérum.
Fyrir laxinn var utbuin sérstok Prokaria fjolskylda par sem halfsystkinum af laxi var
parad saman til ad auka enn skyldleika synanna sem unnid var med. Einnig voru
laxaflogurnar pattaparadar med einu 6skyldu pari og tveimur 60rum systkinapérum, en
annad systkinaparid var pad saman og notad var vid gerd genasafnsins. Porskaflagan var
pattaporud med tveimur systkinapérum og einu 6skyldu pari, en annad systkinaparid var
pad saman og notad var vid gerd genasafnsins. Luduflagan var pattapdrud med einu
systkinapari og tveimur 6skyldum pdrum, en systkinaparid var pad saman og notad var

vid gerd genasafnsins.

3.2 Audgun kynbundins DNA og gerd genasafna

Talkn voru klippt ur eldisfiskunum og pau sett i 90% ETOH. DNA var einangrad med
Puregene DNA Isolation Kit (Gentra) samkvemt leidarvisi fyrir vefi. Audgun & DNA
mismun i erfdamengi kynjanna med fradrattarporun (subtractive hybridization) var gerd
baedi fyrir henga og hrygnu fyrir allar tegundirnar prjar par sem ekki var pekkt hvort
kynadgreinandi svadi vaeru i hengum eda hrygnum fyrir tegundirnar prjar. Notud var
audgunaradferd fra ClonTech, PCR-Select Differential Screening (Mountain View,
Kalifornia, USA). I storum drattum gengur adferdin ut 4 pad ad tveimur erfdamengjum
er pattaparad saman. Erfdamengido (DNA- driver) sem talid er vanta pad svaedi sem
einangra a er 14ti0 “draga Ut Gr” hinu erfdamenginu (tester-DNA) pad sem sameiginlegt
er milli erfdamengjanna. Driver synid dregur ut allt sem er sameiginlegt milli synanna
og pa er mismunurinn einn eftir. Pennan mismun ma einangra eftir PCR mdgnun (sja

mynd 1). Petta audgada erfdaefni (fyrir hvort kyn; 3 tegundir) var sidan limt inn i Topo-



TA genaferju og ummyndad inn i TOP10 frumur (Invitrogen, Carlsbad, CA). Klonarnir

voru pikkadir 1 96 holu bakka sem innihéldu 100 pl af LB-&ti med ampicillini og peir

sidan raektadir upp yfir nott vid 37°C. Daginn eftir voru klonarnir settir i 18% glyserdl

og frystir vid -80°C (Sambrook et al. 2001).
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3.3 Radgreiningar & genas6fnum og hénnun preifara

Innskotin i genaferjunum voru moégnud upp med visunum M13F og M13R. Sidan voru
mognunarafurdirnar radgreindar en radgreiningahvorfin voru gerd med BigDye
terminators version 3.1v samkv. leidbeiningum fra framleidanda (Applied Biosystems,
Foster City, CA). ABI PRISM 3730 radgreinir var notadur i greininguna (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

Eftir radgreiningu voru radgreiningagdgnin flutt yfir i forritid Sequencher (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA). bar voru radirnar skodadar, 1élegum rodum
hent ut, ferju- og tengiradir klipptar af og rodum samradad. Radirnar voru sidan sendar
til Nimblegen 1 Madison, Wisconsin USA og par voru Utbunir preifarar eftir r6dunum.
Hver r60 var notud til “fulls”, p.e. blnir voru til preifarar eftir allri r6dinni og peir latnir
skarast um 10-20 basa. Utbtnir voru badi fram (forward) og aftur (reverse) preifarar af

hverri rod til a0 auka naemni og minnka hattu 4 falskjakvedum synum.

3.4 bréun & teekni til smidi a flogum med langa DNA preifara
(Nimblegen)

Sott var um styrk til prounar og smidi & nyrri MAS vél til framleidslu 4 DNA flogum
med mikinn fj6lda (385.000) og langa preifara (60-80 basar). Smidi preifara sem eru 60-
80 basapor kallar & mikla ndkvemni i fokus og umhverfi véla. Honnunar og
préunarvinna for ad mestu fram 4 taeknideild Nimblegen Systems i Madison, Wisconsin
en starfsmadur hja Nimblegen a Islandi for til Madison i 1-2 vikur til ad laera 4 vélina og
vinna vid profanir og uppfarslu. Sidan var vélin tekin i sundur og flutt til Islands par
sem hun var sett saman aftur og préfud frekar. Toélvubinadur var tengdur vid vélina og
hin sidan prufukeyrd med tilraunaflogum. Einnig voru gerdar margvislegar adrar
breytingar, m.a. a loftreestikerfi i vélaherbergi og skipt var um festingar fyrir
speglakerfio i peim tilgangi ad gera pad stodugra en i festingarnar var notad Invar efni
sem er mjog stoougt m.t.t hitasveiflna. Ad auki var 6 ésa stillingu fyrir rspegla bett vid
en hun byour upp 4 mun ndkvemari og markvissari stillingu, peruhusid kringum
utfjolublau peruna var einangrad betur i peim tilgangi ad draga Or ahrifum lampans &
orspeglakerfid, efnahdlfid par sem preifarasmidin fer fram var einangrad fra

speglakerfinu til ad minnka hattu vegna leka og ad gufur fra efnum setjist &4 speglana.



Fyrst var ein vél sett 1 pessar breytingar en pegar hin var farin ad virka vel pa voru fleiri

vélar uppferdar. | kjolfarid voru nyjar vélar smidadar skv. pessarri teekni.

3.5 prjar flogur fyrir lax: TIGR-EST preifarar, pekkt kyntengd
gen ar ymsum lifverum og audgadar radir

Utbtinar voru prenns konar flogur fyrir laxinn og preifararnir 4 peim voru af prenns
konar uppruna. [ fyrsta lagi var 16gd mikil vinna i ad leita ad pekktum kyntengdum
genum og svedum i O00rum fiskategundum og Odrum lifverum & netinu og i
fredigreinum. bessi gen (102) voru sett &4 fyrstu floguna (Flaga 1) en ad auki voru
preifarar Gtbunir eftir 119 rodum sem fengust ar fyrstu fradrattarpdruninni hja Prokaria.
Alls voru preifarapor um 48.000 talsins en hvert preifarapar var endurtekid 6 sinnum a
flogunni. bessi flaga var pattaporud vio alsystkini.

[ 6dru lagi voru utbunir preifarar eftir laxfiskarodum ur gagnabanka “The
Instutute for Genomic Research” (TIGR) (www.tigr.org) en peir foru & Flogu 2. Vid
vOldum par EST radir sem hafa hingad til hafa verid radgreindar Ur laxi og verid
stadfestar af fleiri en einum adila. Petta voru alls rimlega 4000 radir af mismunandi
lengd en medallengdin var 1007 bp. Pessir preifarar urdu alls 385.000 eda 192.525
preifarar i hvora att og alls voru rimlega fjogur milljon basapor greind & pessari flogu
en hver r60 var hofo i sexriti. bPessi flaga var pattaporud vid alsystkini.

A Flogu 3 voru einungis settar radir sem upprunnar voru Ur fradrattarporuninni
fyrir heng og hrygnu (hangur 2360 og hrygna 3578). Alls voru 91.888 preifarar a
flogunni og hver peirra smidadur tvisvar og i badar attir (367.552) en alls voru
1.908.847 bp greind. bessi flaga var pattaporud vio tvo alsystkinapdr, eitt skylt par og
sidan vid Prokaria fjolskylduna (sja 110 3.1).

3.6 Flaga fyrir porsk

Ein flaga var utbuin fyrir porskinn og preifararnir voru ur fradrattarpéruninni fyrir baedi
hang og hrygnu. Efnividurinn voru taplega 5000 radir sem fengust Ur greiningunni 4
undan og medallengd rada var 390 basar. Ur pessum upplysingum voru hannadir um
90.000 preifarar og hver preifari var um 50 basar ad lengd. Preifaranir voru smidadir
med “tiling” adferd pannig ad preifarar skorudust um 20 basa millibili. Ad auki voru

preifarar smidadir i badar attir (forward og reverse) til ad auka nakvaemni. Alls voru



ramlega 1,7 milljoén basapor greind & pessari flogu. brjar flogur af pessarri gerd voru

smidadar og voru par pattaparadar med tveimur systkinapdrum og einu 6skyldu pari.

3.7 Flaga fyrir l4du

Ein flaga var utbuin fyrir liduna og preifararnir voru ur fradrattarpéruninni fyrir baedi
hang og hrygnu. Luduflagan var honnud ur 2983 DNA rodum sem fengust ur
fradrattarporuninni. Medallengd rada var 385 basar. Ur pessum upplysingum voru
hannadir 67 303 preifarar med 10 basapara skorun. Hver preifari kom fyrir tvisvar
sinnum { hvora att (forward og reverse). Alls voru rimlega 670.000 basapor greind &
pessari flogu. Prjar flogur voru smidadar af pessarri tegund og voru paer paradar vid
DNA ur einu systkinapari og tveimur 6skyldum porum en ekki var mogulegt ad fa

annad systkinapar.

3.8 Undirbuningur DNA syna og pattaporun a flogur

Hagaeda DNA var einangrad Ur talknum ur laxi, porski og ludu med Puregene DNA
Isolation Kit (Gentra) samkvamt leidarvisi fyrir vefi. DNA var sidan merkt og magnad
upp og parad vid DNA flogurnar sem lyst er 1 lidum 3.5, 3.6 og 3.7. bPegar verkefnid for
af stad fyrir prem &4rum var verid ad préa hja Nimblegen, nyja adferd til
samanburdagreininga & DNA. Pessi adferd er kollud CGH (comparative genome
hybridisation) og nytist hiin einkar vel til ad skoda breytileika milli genamengja, sem
breytingar & erfdaeftninu (mognun, urfellingar o.fl.). Préun 4 synavinnslu og pattapdrun
i pessu verkefni hefur haldist i hendur vid proun adferdarinnar a sidustu prem arum.

[ undirbiningi syna fyrir fyrstu flogurnar (laxaflogur 1 og 2) var notud
svokollud biotinmerking 4 synum en pa var erfdaefnid magnad upp og endamerkt med
biotinmerktum bosum. Styrkur pattaporunarinnar var metinn med pvi ad lata
biotinmerkt DNA bindast vid Streptavidin tengt fliormerki sem sidan var greint med
ljosmeelingu (skonnun). Pegar kom ad undirbuningi syna fyrir Flogu 3, voru gerdar
breytingar & undirbiningi i peim tilgangi ad f4 betri mégnun og merkingu & DNA
synum. Meginbreytingin var su ad i stad pess ad merkja med biotini, pa var farid i pad
ad merkja beint med fluorljomandi efnum (Cy3 og Cy5) med svonefndri “random
primer adferd”. Erfdaefni fiskanna var fyrst magnad upp (whole genome labeling) og

DNA kynjanna sidan merkt med sitt hvorum fluorljomandi litnum (Cy3/Cy5) sem



greinist vid mismunandi bylgjulengd 1 ljosmalingu (skonnun). betta merkta erfdaetni
var sidan butad nidur i 50-200 basa buta og 1atid pattaparast vio preifarana & flogunum.
bar sem péattaporun vard 4 milli preifara og erfdaefnis fiskanna, kom fram flaorljémandi
merki sem var greint med ljéosmelingu (skonnun). Styrkur merkisins vid sitt hvora
bylgjulengdina sagdi til um hvort DNA ur 6dru eda badum kynjum var ad bindast vid
preifarana. bessi adferd til merkingar 4 synum var eins og adur sagdi notud & vinnslu
syna fyrir laxaflogu ntimer 3 en einnig i undirbliningi syna fyrir 1Gdu- og porskaflogur.
Annar kostur “random primer” merkingarinnar er sa ad hér eru tvd syni sett 4 eina flogu.
bar sem synin eru merkt med sitt hvorum litnum, er haegt ad bera saman fluorljémun
beggja syna i einni tilraun. I biotin merkingunum for hins vegar eitt syni 4 hverja flogu
og samanburdur a fluorljomun gerdur eftir 4. Med random prime merkingu verdur pvi
minni breytileiki i gognum.

begar unnid var med DNA syni Gr ladu kom i lj6s ad DNA-i0 var talsvert
nidurbrotid og jafnvel mengad af RNA. Til ad auka likur 4 godri merkingu var préfad
ad setja pau 1 gegnum auka hreinsunarskref. P4 voru synin brotin nidur med
sonikeringu, medhondlud med RNasa A og RNasa H og sidan hreinsud med
stluhreinsun (QIAqucik PCR Purification Kit). Suluhreinsunin tryggdi ad ekki vaeru
ensim eda hindrandi efni i DNA synunum sem gaetu haft ahrif 4 Cy3/Cy5 merkingu

synanna.

3.9 Urvinnsla gagna

CGH adferdin sem proéud hefur verid hja Nimblegen byggir 4 pvi ad genamengi
vidkomandi tegundar s¢ pekkt og er s radgreining notud til grundvallar vid smidi
flogunnar. Genamengi lax, porsks og ludu er hins vegar ekki pekkt og pad gerdi badi
hénnun 4 flogu og greiningu gagna floknari en ella.

Nidurstodur pattaporunar voru skodadar med tolfrediprofum eins og
adhvarfsgreiningu par sem leitad var a0 svedum sem syndu kynbundinn mun i 6llum
tegundunum premur. Hverri radgreindri r6d var skipt nidur i marga preifara 4 flogunni,
hver preifari var smidadur i badar attir og auk pess var hver preifari hafour i 2-6
eintokum & flogunni. Eftir pattapérun var nidurstodum fyrir hvern preifara skellt saman

i eitt medalgildi og radirnar bornar saman milli kynja. Ef munur & hlutfalli kynjanna var



+2 1 log skala, pa var fjorfaldur munur milli peirra DNA rada en ef munurinn var 1 — 2 1
log skala, pa var 2-4 faldur munur 4 milli kynja. Pessi log munur var skodadur fyrir

hverja einustu ro60 fyrir allar tegundirnar, badi med hjalp skimunarforrits og eins

handvirkt.

3.10 Genaleit eftir flogugreiningu

ber radir sem syndu mismunandi bindingu vid annad kynid voru valdar ur og
radgreiningarnar 4 bak vid preifarana skodadar. Par radir sem pottu dhugaverdar 1 laxi
og porski voru valdar ut og visar utbunir sitt hvoru megin vid dhugaverda svedio.
Visarnir voru sidan notadir til ad magna upp sva0id a4 milli peirra i hengum og
hrygnum. Mégnunarafurdin var sidan sett 4 agarosagel og athugad hvort sterdarmunur
var 4 milli mégnunarafurda uppruna Gr heengum og hrygnum. Mdgnunarafurdirnar voru
einnig radgreindar ymist beint (med PCR visunum) eda eftir klonun (M13F og M13R)
og athugad hvort einhver fastur breytileiki var til stadar & milli haenga og hrygna pegar
fleiri einstaklingar voru skodadir. Adferdafraedi fyrir klonun og radgreiningar er ad

finna 1 lidum 3.2 og 3.3.

3.11 Bandamunur hja 1déu milli hengs og hrygnu

Greinilegt var ad mismunandi bandamunstur kom fram hja hang og hrygnu i
fradrattarporuninni og pess vegna var akvedid ad klona og radgreinda bondin beint pott
petta hafi ekki verid i upphaflegu umsokninni. Athugad var med radgreiningu hvort
einhver fastur breytileiki var til stadar 4 milli henga og hrygna. Aodferdafredi fyrir

klonun og radgreiningar er ad finna i lidum 3.2 og 3.3.

3.12 Greiningaradferd stédlud og profud

bar sem ekki fundust radir eda gen sem gafu greinilegan mun 4 milli allra skodadra

hanga og hrygna i tegundunum premur, pa var ekki farid i pennan hluta.
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4. NIDURSTODUR

4.1 Val a fiskum ar premur tegundum fyrir gerd genasafna og
fyrir pattap6run

Akvedid var ad nota kyngreind alsystkini af 6llum tegundunum premur (laxi, porski og
ltdu) vid gerd genasafhanna. Stofnfiskur utvegadi syni ur laxa- og porskeldisstofni
sinum og afhenti Prokaria kyngreinda einstaklinga af badum kynjum. Kyngreind ludu

alsystkini voru fengin hja fiskeldisst6dinni Fiskey.

4.2 Audgun kynbundins DNA og gerd genasafna

Héagaeda DNA var einangrad ur alsystkinum fyrir allar tegundirnar prjar. DNAid purfti
ad vera mjog hreint og var 16gd nokkur vinna i pad ad fa pad af bestu gedum. Einnig
purfti ad leggja mikla vinnu 1 pad ad lata fradrattaradferdina ganga og fa god genasofn
en pad purfti ad profa ymsar samsetningar i hitastigi, styrk af DNA o. fl. Systkina DNA
var pattaparad saman og pad DNA sem ekki pattaparadist var dregid ut (audgad). Med
pessari adferd voru tvo genas6fn Utblin fyrir hverja tegund, p.e. annars vegar var
audgad fyrir pvi sem var bara i heeng og hins vegar fyrir pvi sem var einungis hrygnu.
Petta var veruleg vidbot vid pad sem gert var rad fyrir i styrkumsokn. Utbtin voru
genasofn fyrir tegundirnar prjar og innihélt hvert peirra 7000-9000 klona. Pad purfti ad
eyOa meiri tima i ad utbua god genasdfn fyrir [iduna en fyrir hinar tegundirnar tver.

Engin skyring er 4 pvi en erfitt var ad eiga vid 1tdu DNAIQ og fa gott genasafn.

4.3 Radgreiningar & genas6fnum og honnun preifara

Eftir radgreiningu voru allar radirnar yfirfarnar i forritinu Sequencher, lélegum rédum
hent Ut og ferju- og tengiradir voru klipptar af. Ad pessu loknu var 6llum réoum
samradad pannig ad radir sem voru skyldari en 96% féru saman. Ur pessum
samrodunum var besta r6d valin og hun notud i framhaldinu. Sterstur hluti radanna
samradadist ekki. Utbtnar voru Fastaskrar fyrir radirnar par sem fram kom i nafninu
tegund (lax, porskur eda luda) og hvort petta vaeri hengur eda hrygna auk numers bakka
og holu. Radirnar voru sidan sendar til Nimblegen 4 {slandi. Alls voru 7520 klonar

radgreindir 1 laxinum en eftir samrodun voru teplega 6000 radir (hengur 2360 og
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hrygna 3578) settar & Flogu 3 og 119 radir settar & Flogu 1. Alls voru 6638 radir
radgreindar i porskinum (hengur 3404 og 3234 hrygna) en eftir samrodum og
lagfeeringar voru taeplega 5000 radir (4809) settar &4 porskafloguna. I 1adunni voru
radgreindir 4032 klonar fyrir hrygnuna en 3552 klonar fyrir haenginn. A sama hatt og
erfitt reyndist ad utbua genasofn fyrir [aduna, pa gengu radgreiningarnar illa og i
sumum tilvikum purfti endurtekningar 4 bokkunum til ad f4 goédar radgreiningar. Alls

voru 2983 radir settar 4 ladufloguna.

4.4 broun & teekni til smidi & flogum med langa DNA preifara

Med margvislegum breytingum 4 MAS vélum Nimblegen Systems 4 {slandi var haegt ad
framleida flogur med 385.000 preifara sem voru allt ad 60-80 basa ad lengd. betta var
gert med samvinnu milli starfsmanna Nimblegen Systems 4 Islandi og i Madison,
Wisconsin. Med nyja binadnum var hagt ad na meiri stodugleika i keyrslurnar pannig
ad einungis 0.5 wm hlidrun vard fyrir hverja 1°C hitasveiflu. Petta var mikilvagt skref i

préun 4 teeknibiinadi Nimblegen Systems 4 Islandi.

4.5 prjar flogur fyrir lax: TIGR-EST preifarar, pekkt kyntengd
gen ar ymsum lifverum og audgadar radir

Flaga 1 wvar pattaporud vido eitt systkinapar og nidurstOdurnar voru peer ad
kyngreiningargen Ur 60rum tegundum gaf ekki mun & milli kynja 1 laxinum. Ein 160 af
audgudu rodunum gaf til kynna mun (1 log) & milli kynja og pessi r6d var sett aftur a
Flogu 3. A Flogu 3 var pessi munur ekki stadfestur en astzdan gati verid su ad
Cy3/Cy5 aoferdin (Flaga 3) er ndkvaemari en biotinadferdin (Flagal).

Flaga 2 var pattaporud vid eitt systkinapar ar laxi. Nidurstoour ur Flogu 2 (Tigr-
flagan) voru ad 54 radir syndu mun & milli henga og hrygna upp 4 log 0,5-1 i

pattaporuninni.

Flaga 3 var pattaporud vid tvo alsystkinapor, eitt oskylt par og sidan vid
Prokaria fjolskylduna. Munur & milli kynja sem var 4 bilinu 0,5-1 log i 6llum poérunum
var 1 nokkrum tugum rada og radgreiningarnar 4 bak vid per voru sidan skodadar (sja
1i0 4.9). Engin r6d gaf >1 log i 6llum porunum, p.e. b&di skyldum og dskyldum, en hins
vegar var mjog mikid af ré0um par sem muninn var ekki ad finna i 6llum rédunum

(einstaklingserfoabreytileiki greindist). Nidurstodur voru almennt skyrari og minni
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bakgrunnur (noise) i greiningu gagna ar Flogu 3 i samanburdi vid hinar tver fyrri og er

liklegt ad betri adferd vid synavinnslu radi par mestu.

4.6 Flaga fyrir porsk

borskaflagan var pattapérud med tveimur systkinapdrum og einu dskyldu pari en annad
systkinaparid var pad saman og notad var vid gerd genasafnsins. Flestar radanna sem
syndu mun a milli kynja voru i 0,5-1 log sem er ekki nd6gu munur til ad vera marktakur.
Einnig var mikid af rédunum par sem muninn var ekki ad finna i 6llum pérunum. Engin

r60 med >1 log gaf kynjamun i 6llum pérunum.

4.7 Flaga fyrir lGdu

Luduflagan var pattapdrud med einu systkinapari og tveimur 6skyldum pérum en
systkinaparid var pad saman og notad var vid gerd genasafnsins. Tvear radir med log
mun yfir 1.5 og voru valdar til fyrstu greiningar og stendur st vinna nu yfir. A mynd 2
sjast deemi & greiningu gagna ur rodum ur ladu. Synapar Ur systkinum er merkt med
blaum lit en 6skyldu porin eru merkt med graenu og raudu. Lina 4 grafinu i kringum 0
merkir ad engin merkjanlegur munur var a bindingu 4 DNA hangs og hrygnu vid
preifara flogunnar (mynd 2a). A mynd 2b kemur fram ad tvé 6skyld syni voru med mun
milli kynja en systkinaparid syndi ekki pennan mun. Petta bendir til breytileika milli
einstaklinga 4 pvi svadi sem preifararnir bindast. A mynd 2c sést hins vegar breytileiki
milli heengs og hrygnu hja badi skyldum og d6skyldum pérum. Pessi 160 er mjog
ahugaverd og er nu verid ad skoda petta svaedi ndnar med radgreiningu. Auk pess komu

fram fj6ldi rada par sem munur milli kynja var & bilinu 0.5 til 1 log.
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Mynd 2a. Enginn munur er & milli kynja. Allar linurnar liggja i kringum 0.
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Mynd 2b. Oskyldu porin (gren og raud lina) syna mun 4 milli
(einstaklingsbreytileiki) en skylda parid (bla lina) synir ekki mun.
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Mynd 2. Dami um greiningu gagna a laduflogum.
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4.8 pattaporun a fiska-DNA og arvinnsla ur flogum

Syni fyrir laxaflogur 1 og 2 voru merkt med biotin adferdinni og paer nidurstédur voru
agaetar. Hins vegar var talsverdur bakgrunnnur i nidurstédum, sem kom fram i pvi ad
hugsanlegur erfdamunur milli kynja kom ekki nogu skyrt fram. bvi var farid i pad ad
breyta adferdinni i random prime Cy3/Cy5 merkingu sem er einfaldari og fljotlegri en
biotinadferdin og var talin gefa skyrari greiningu. Pau DNA syni sem pattaporud voru 4
laxaflogu 3, porskaflogurnar og luduflogurnar voru merkt med Cy3/Cy5 adferdinni.
bessi nyja merking gekk mjog vel en nidurstddurnar voru hreinni og skyrari en med
biotinadferdinni.

beir preifarar sem syndu mun milli kynja syndu svipadan mun i fram (forward)
og aftur (reverse) rodum. Hver preifari var auk pess i nokkrum eintékum & flogunni og
pad var gott samraemi i nidurstodum milli preifara somu gerdar (endurtekinna preifara).
Vid greiningu gagna var skodad hvort munur & bindingu hanga og hrygnu DNA vid
preifara veeri einstaklingsmunur eda hvort um veeri ad reeda hugsanlegan kynjamun.

begar unnid var med DNA syni ar ludu kom i 1jos a0 DNA-id var talsvert
nidurbrotid og jafnvel mengad af RNA. Synin voru pess vegna sett i gegnum auka

hreinsunarskref sem gaf goda raun og synin merktust mjog vel ad lokum (sja myndir 3

og 4).

M151617 18 19 20

Mynd 3. Agardsa gel af 6sonikerudum ladu DNA synum fyrir RNasa medhondlun og
hreinsun 4samt 1 KB ladder.
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Mynd 4. Agardsa gel af sonikerudum, RNasa medhondludum og hreinsudum ludu
DNA synum 4samt 1 Kb ladder.

4.9 Genaleit eftir flogugreiningu

ber radir sem syndu mestan mun i laxinum voru valdar af Flogu 3 par sem Flogur 1 og
2 gafu ekki sannfaerandi mun i 6llum poérunum. Alls voru utbunir visar eftir 11 r6dum
(0,5-1 log) i laxinum (prj& peirra purfti ad endurhanna) og 4 sama hatt voru 19 radir
valdar fyrir porskinn (munur 0,5-1 log). Pad kom mognun ur 7 laxavisapérum og 18
visaporum fyrir porskinn. Fleiri radir voru skodadar og reynt ad gera visa eftir peim sem
ekki reyndist mogulegt, m.a. vegna pess ad stundum var rodin bara endurtekningar eda
ro0in of stutt. Athugad var i nokkrum einstaklingum hvort fastur munur vaeri 4 milli
hanga og hrygna i pessum tegundum med radgreiningum. Fyrst var munurinn skodadur
i einu systkinapari en sidan i fleiri systkinum og einnig 6skyldum einstaklingum.
Nidurstadan vard st ad munurinn sem hafdi verid pikkadur upp i fradrattarpdruninni var
erfoabreytileiki 4 milli einstaklinga sem ekki var kynjatengdur. I sumum tilvikum voru
petta punktbreytingar en i O00rum tilvikum mismunandi allel (mism. fjoldi

endurtekninga).

4.10 Bandamunur hja laou milli heengs og hrygnu

Okkur langadi ad kanna hvort haegt veri ad finna breytileika & milli kynjanna a fyrri
stigum adferdarinnar, p.e. strax i PCR stigi adferdarinnar eftir fradrattarporunina.
Butarnir voru klipptir ut, peir klonadir og radgreindir. Alls voru utbtin 32 visapdr og

PCR fékkst r 31 peirra eftir endurhdnnun & 7 visapdrum. Pott greinilegur munur hafi
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verid & bandamunstri haenga og hrygna eftir fradrattinn pa endurspegladist s& munur

ekki med radgreiningu 4 svedunum hja kynjunum.

4.11 Greiningaradferd stéolud og profud

Ekki var farid i pennan hluta par sem ekki fundust svedi sem voru breytileg a4 milli

hangs og hrygnu i tegundunum premur.
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5. UMRADUR

Markmid verkefnisins var ad finna kynbundinn mun milli erfdaefnis haengs og hrygnu i
laxi, ladu og porski. Pessar upplysingar atti sidan ad nota til ad préa kyngreiningarprof
fyrir pessar fisktegundir. I verkefninu folst mikid teeknilegt og markadslegt nynami par
sem radad var saman hatekniadferdum ur sameindaerfoafraedi og upplysingatakni til ad
leysa fyrirliggjandi markadslegt vandamal i kyngreiningu i fiskeldi. Ahattan i
verkefninu folst 1 pvi hvort negilegur kynjamunur s¢ i erfdamengi pessara fiska til ad
greina hann med flogugreiningum. Petta verkefni var mikil askorun og pott pessi hluti
verkefnisins hafi ekki tekist pa var petta verkefni mikilvegt fyrir proska og
adferdapréun innan fyrirteekjanna Stofnfisks, Matis-Prokaria og Nimblegen Systems &
fslandi. Par radir sem syndu mun milli kynja i pattapéruninni voru flestar & bilinu 0,5 til
1 log en sa munur er greinilega ekki nogur til ad greina kynjamun milli einstaklinga.

DNA flogur eru 6flugt verkfeeri til rannsdékna & uppbyggingu og starfsemi gena
og er mismunandi adferdum beitt vid smidi peirra. Nimblegen Systems sérheefir sig i
préun, smidi og pjonusturannséknum med DNA flogum og hefur prdéad svonefnda
Maskless Array Synthesis (MAS) tekni, sem leyfir mikinn sveigjanleika i honnun og
smidi (Nuwaysir et al. 2002; Singh-Gasson et al. 1999). Med notkun 6rspegla (DMD) til
ad stjorna smidi preifara og er haegt ad smida hundrud pusunda preifara a einni flogu,
badi med stuttum eda 16ngum (20 — 80 bp) preifurum. MAS teknin gerir einnig audvelt
og odyrt ad breyta preifarasamsetningu flogunnar.

Mikill dhugi er i visindaheiminum fyrir préun & flogum med l6ngum preifurum i
miklum péttleika, eda sem samsvarar 385000 preifurum, yfir 50 basa ad lengd a hverri
flogu. Adur en verkefnid hofst pa smidadi Nimblegen Systems slikar flogur en talsverd
affoll urdu i smidinni vegna hlidrunar a preifurum. I pessu verkefni nadu starfsmenn
fyrirteekisins a0 endurbata MAS vél pannig ad afkost og heimtur jukust vid
flogusmidina. Pessi afangi var mjog mikilvegur pattur til ad auka samkeppnisstodu
Nimblegen Systems. Aframhaldandi proun hefur ordid 4 taekni vid flogusmidi og nii eru

komnar fram vélar sem smida 2.1 milljon preifara 4 einni flogu.

Innan ramma pessa verkefnis for einnig fram adferdapréun i fliormerkingu og

mognun 4 DNA synum ur laxi, porski og Iudu. bessi adferdapréun skiladi sér i betri
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gaedum syna og skyrari nidurstodum vid greiningu gagna. I verkefninu voru utbtin
genasofn  fyrir lax, Iadu og porsk sem baid er ad radgreina. bessar

radgreiningarupplysingar eru mjog verdmetar og verda nothaefar i 60rum verkefnum.

Eins og adur var sagt, pa var verkefnid mikid teknilegt og markadslegt nynaemi
og mikid lagt undir. Pad eru audvitad viss vonbrigdi ad ekki skyldi finnast
erfdafraeedilegur mismunur milli kynja i tegundunum premur sem voru rannsakadar. Ut
frd peim nidurstédum sem vid hofum og pad sem vid hofum lert 1 pessu verkefni pa
pykir okkur mjog ahugavert ad koma 4 fot verkefni par sem erfdaefni ur kynkirtlum
fiskanna yrdi einangrad, cDNA yrdi utbuid eftir tjadum genum og pad sidan notad i
fradrattarporun. St adferd gaeti skilad meiru par sem mun minni hluti erfdaefnisins yroi

til rannsOknar en gert var i pessu verkefni.
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