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Abstract: With the rise of global population, seafood  demands are getting bigger and bigger, 
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Misidentification of species occurs in two ways – accidental due to morphological 

similarities and on purpose for economical gain. Consumers often find it extremely hard to 

identify species, especially after the product has been processed and that can sometimes also 

result in health related issues. In this project paper we have presented the development of a 

LAMP method for detecting Loligo vulgaris (Lamarck, 1798) species in processed seafood. 

Loligo vulgaris is autochthonous in the Adriatic Sea and is highly valued internationally. 

During the development of the method we used several bioinformatic tools such as Clustal 

Omega, MEGA, MorphoCatcher, Primer Explorer, etc. Final result is primer set that can be 

used for the LAMP method.  To confirm the reliability of primers further laboratory tests on 

seafood products are needed. 
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1 UVOD  
 

Zaradi naraščanja prebivalstva se povečuje tudi povpraševanje po morski hrani, hkrati so 

številni ribolovni viri ogroženi zaradi čezmernega ribolova in številnih pritiskov v morskem 

okolju kot so onesnaženje, segrevanje morij zaradi podnebnih sprememb, itd. [1]. Poleg 

čezmernega ribolova se v nekaterih delih sveta še vedno pojavlja nereguliran in ilegalen 

ribolov, ki čezmerno izkorišča morske vire. Zaradi predelave (npr. filetiranje) ter velikega 

števila ribolovnih vrst, se je potrošniku izjemno težko prepričati, katera vrsta ribe je 

naprodaj. Pri potvarjanju se soočamo z dvema vidikoma – nenamerno zamenjavo vrst (vrste, 

ki so težko določljive ali so lahko prilov) ter namerno zavajanje za pridobitev ekonomske 

koristi (prikrivanje ilegalnega ribolova, prodajanje manj kakovostnih vrst pod imeni bolj 

cenjenih vrst) [1]. Potrošnik je zato nemočen in nepravilna identifikacija vrst lahko povzroči, 

da je kupljeni proizvod preplačan, ali celo predstavlja grožnjo za zdravje (nekatere vrste 

povzročajo alergije, ribe iz onesnaženih območij, ki imajo višje koncentracije onesnažil v 

telesu, itd.). 

Lignji so zelo cenjena konzumna vrsta, še posebej vrsta Loligo vulgaris (Lamarck, 1798), ki 

je pri nas avtohtona vrsta. Ko so ulovljeni osebki očiščeni ali že pripravljeni, je zelo težko 

prepoznati vrsto, zato je za potrjevanje pristnosti živil nujno potreben zanesljiv laboratorijski 

test. Poleg tega so nekatere vrste lignjev tudi zelo alergene in lahko povzročijo hude 

alergijske reakcije pri ljudeh [1].  

V okviru projekta »Uporaba tehnologije DNA za ugotavljanje poneverb v ribiških 

proizvodih z vrednotenjem socio ekonomskih vidikov« (št. projekta V1-1808 iz sheme Ciljni 

raziskovalni program (CRP) Zagotovimo.si hrano za jutri) med drugimi aktivnostmi poteka 

razvoj metod za natančno identifikacijo vrst v izbranih ribiških proizvodih. V zaključni 

nalogi smo predstavili protokol za razvoj vrstno specifičnih začetnih oligonukleotidov za 

metodo z zanko posredovanega izotermalnega pomnoževanja (LAMP) na primeru DNA 

zaporedij, ki kodirajo mitohondrijski encim citokrom c oksidazo podenoto I (COI) iz vrste 

lignjev Loligo vulgaris. Test bo omogočal hitro in natančno identifikacijo vrste lignjev 

Loligo vulgaris, zato bo primerno orodje za odkrivanje morebitnih poneverb. 
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2 PREGLED LITERATURE 

 

2.1 Markerji za barkodiranje 
 

Za identifikacijo vrst so v uporabi različne regije jedrne ali mitohondrijske molekule DNA, 

ki se med vrstami dovolj razlikujejo, da omogočajo zanesljivo identifikacijo.  Tovrstne regije 

imenujemo tudi barkode [2]. Najpogosteje uporabljene jedrne regije za barkodiranje lignjev 

so: notranja prepisana regija 1 in 2 (angl. internal transcribed spacer) oz. ITS1 in ITS2, gen 

za citokrom c oksidazo podenota I (COI), geni za 18S ribosomsko RNA, 16S ribosomsko 

RNA, 12S ribosomsko RNA, aktin in še nekateri geni z jedrne DNA [3]. Markerji za 

barkodiranje so v uporabi za različne vrste rastlin, živali, bakterij, itd., vendar se bomo v 

nadaljevanju osredotočili na markerje za barkodiranje vrst iz razreda glavonožci. 

 

 

2.1.1 Citokrom c oksidaza podenota I (COI) 

 

Gen za citokrom c oksidazo podenoto I (COI) je bil večkrat potrjen kot zanesljiv marker za 

identifikacijo vrst lignjev [4] in na splošno velja za enega najbolj ohranjenih genov v 

mitohondrijskem genomu živali [5]. Znotrajvrstna variabilnost gena je občutno manjša od 

medvrstne, kar pomeni, da je primeren za barkodiranje [6]. Za identifikacijo se najpogosteje 

uporablja 710 bp dolgo zaporedje, pomnoženo s t.i. Folmerjevimi začetnimi oligonukleotidi 

[5].  

Ye in sodelavci [1] so za razvoj vrstno specifičnih LAMP začetnih oligonukleotidov za vrsto 

Dosidicus gigas (d'Orbigny, 1835) uporabili marker COI. Za določanje začetnih 

oligonukleotidov so uporabili Primer Explorer v4. Uspešnost pomnoževanja začetnih 

oligonukleotidov so testirali na 20 različnih vzorcih morskih živil, od katerih je 15 vzorcev 

vsebovalo lignje D. gigas, O. bartramii (Lesueur, 1821), I. argentinus (Castellanos, 1960), 

T. pacificus (Steenstrup, 1880), ostalih pet pa je vsebovalo hobotnico Octopus vulgaris 

(Cuvier, 1797) in sipo Sepia pharaonis (Ehrenberg, 1831). V desetih vzorcih se potrdili 

prisotnost vrste D. gigas, za ostalih pet vzorcev, pa so bili rezultati po 30 minutah negativni.  

Ko so postopek ponovili s klasično PCR reakcijo so dobili enak rezultat, s čimer so potrdili 

zanesljivost metode LAMP na osnovi gena COI. 

Gebhardt in Knebelsberger [6] sta preverjala uporabnost genov COI in 18S rDNA za 

barkodiranje glavonožcev. Rezultati barkodiranja so pokazali, da je gen COI primeren za 

ločevanje sorodnih vrst. 
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2.1.2 Citokrom b oksidaza (cyt b) 

 

Gen za citokrom b oksidazo se nahaja na mitohondrijski DNA in ima pomembno vlogo pri 

oksidativni fosforilaciji [7]. Zaradi velikega števila kopij gena v vsaki celici in medvrstne 

variabilnosti je primerna regija za filogenetske študije in potrjevanje vrste [8].  

V preteklosti je gen za citokrom b oksidaza že bil uporabljen za barkodiranje vrst rib [9] in 

za potrjevanje živil iz polenovke [10]. Saull in sod. [8] so uporabili gen cyt b za potrjevanje 

vrste Gadus morhua (Linnaeus, 1758). Zaporedja so prenesli iz podatkovne zbirke GenBank. 

Začetni oligonukleotidi za metodo LAMP so se izkazali za zelo specifične, saj niso 

pomnožili nobene druge vrste iz rodu Gadus.  

 

 

2.1.3 18S rDNA 

 

Gen za 18S rRNA je eden od najpogosteje uporabljenih markerjev za filogenetske študije in 

za identifikacijo vrst. Večje število kopij v jedrnem genomu in zelo ohranjene regije 

omogočajo uporabo univerzalnih začetnih oligonukleotidov in s tem enostavno 

pomnoževanje [6]. V prej omenjeni študiji znanstvenikov Gebhardtove in Knebelsbergerja 

[6] je bila poleg gena COI za potrjevanje vrst uporabljena tudi 18S rDNA. Tako kot s COI, 

so tudi z 18S rDNA uspešno ločili vrste, a pri tem glede na nižje bootstrap vrednosti ni bila 

tako zanesljiva. Tudi pri pomnoževanju in sekvenciranju je bilo več težav kot pri 

pomnoževanju regije COI [6].  

  

 

2.1.4. 16S rDNA 

 

Mitohondrijska 16S rDNA je pomemben marker v filogenetskih in evolucijskih študijah 

bakterij in evkariontskih organizmov [11]. 16S rDNA je bila uporabljena v študiji Sina s sod. 

[4], kjer so preverili genetsko raznolikost med vrstama Uroteuthis edulis (Hoyle, 1885) in 

Uroteuthis chinensis (Gray, 1849). Ugotovili so, da je na genetski osnovi razlika med 

vrstama očitna.  

 
 

2.2 Lastnosti LAMP metode 
 

Metodo LAMP  je razvil Notomi s sod. (2000). Prednost te metode je, da  pomnoževanje 

DNA poteka pri stalni temperaturi. Metoda omogoča specifično pomnoževanje DNA in je v 

primerjavi z drugimi molekularnimi metodami manj zahtevna za izvedbo. Za pomnoževanje 

DNA so potrebni štirje začetni oligonukleotidi (F3, B3, FIP in BIP) ali še dodatna dva, ki 
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priležeta na zanko (LoopA, LoopB), posebna DNA-polimeraza (Bst DNA polimeraza), ki 

učinkovito odstranjuje nastalo verigo od matrične verige, gradniki DNA deoksinukleotidi 

(dNTP-ji). Reakcija pomnoževanja poteka ves čas pri isti temperaturi med 60 in 65 °C. 

Danes poznamo številna preoblikovanja metode LAMP [12]. 

Zaradi visoke specifičnosti pomnoževanja in hitre izvedbe je metoda zelo uveljavljena za 

identifikacijo mikroorganizmov v različnih vedah od medicinske mikrobiologije do 

kmetijstva. Kogovšek in sod. [13] so razvili metodo LAMP za potrjevanje prisotnosti 

fitoplazme, ki v vinski trti povzroča zlato trsno rumenico [14]. Metodo LAMP so uporabili 

za dokazovanje katero vrsta mesa vsebujejo močno predelani izdelki iz perutnine, svinjine 

in govedine.  

 

 

2.2.1 Opis metode LAMP 

 

Metoda LAMP temelji na izpodrivanju verige DNA z DNA polimerazo in dveh specifično 

oblikovanih zunanjih ter dveh notranjih začetnih oligonukleotidov. V zgodnji fazi reakcije 

LAMP so uporabljeni vsi štirje začetni oligonukleotidi, v kasnejši fazi, ko pride do 

cikličnega pomnoževanja, pa je najpomembnejše prileganje notranjih začetnih 

oligonukleotidov, ki omogočata sintezo DNA s pomočjo izpodrivanja. Notranja začetna 

oligonukleotida se imenujeta  notranji smerni začetni oligonukleotid (FIP) in notranji 

protismerni začetni oligonukleotid (BIP). Vsak od njiju prilega na dve mesti tarčne DNA. 

FIP je sestavljen iz zaporedja F1c, TTTT povezovalne DNA in zaporedja F2, BIP pa iz 

zaporedja B1c, TTTT povezovalne DNA in zaporedja B2. Zunanja začetna oligonukleotida 

sta F3 in B3. 

Postopek poteka metode je prikazan na sliki 1. FIP začetni oligonukleotid prileže na mesto 

F2c tarčne DNA, F3 pa na mesto F3c in tako se začne izpodrivajoča sinteza komplementarne 

verige (DNA, ki se sintetizira od začetnega oligonukleotida F3 izpodriva DNA, ki nastaja 

od začetnega oligonukleotida FIP in na 5' koncu se ustvari struktura zanke (slika 1, zap. št. 

4)). Ta enojna veriga DNA služi kot matrica za sintezo s protismernim začetnim 

oligonukleotidom BIP, kar vodi v nastanek strukture v obliki ročice (slika 1, zap. št. 6). Na 

sliki 1, zap. št. 7 vidimo strukturo produkta reakcije LAMP, ki se v nadaljevanju ciklično 

pomnožuje z začetnima oligonukleotidoma FIP in BIP. 

Pri cikličnem pomnoževanju nastane veliko dvojnih vijačnic z večjim številom kopij v obliki 

ročice, kar pomeni več primernih mest za nastajanje novih struktur (slika 1 oznaka 8-18). 

Pomnoževanje DNA poteka izredno hitro, zato ga je mogoče zaznati z različnimi tehnikami. 

 

Da bi reakcijo še bolj pohitrili, lahko dodamo smerni začetni oligonukleotid zanke LoopA 

in protismerni začetni oligonukleotid zanke LoopB, ki ustvarita dodatna začetna mesta za 

sintezo DNA. LoopA prileže na regijo med F1 in F2, LoopB pa na regijo med B1 in B2.  
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Poskusi so pokazali, da lahko z uporabo smernega in protismernega začetnega 

oligonukleotida zanke reakcijo skrajšamo za polovico ali celo za dve tretjini [15]. 

 

 
Slika 1: Grafični prikaz pomnoževanja DNA z LAMP metodo [16] 

 

2.2.2 Primeri uporabe metode LAMP za identifikacijo rib 

 

Saull in sod. [8] so uporabili metodo LAMP za potrjevanje vrste trske Gadus morhua. 

Nukleotidna zaporedja gena za citokrom b oksidazo so prenesli s spletne podatkovne zbirke 

GenBank. Za določitev štirih začetnih oligonukleotidov (F3, B3, FIP in BIP) so uporabili 

PrimerExplorer v4, za določitev dodatnih dveh začetnih oligonukleotidov, ki prilegata na 

strukturo zanke, pa se niso odločili. 
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Začetni oligonukleotidi niso pomnožili DNA dveh sorodstveno najbližjih trsk G. morhua 

(pacifiška trska G. macrocephalus (Tilesius, 1810) in aljaška trska G. chalcogrammus 

(Pallas, 1814)), kar potrjuje specifično prileganje začetnih oligonukleotidov. Raziskovalci 

so specifičnost pomnoževanja dosegli z izbiro regije prileganja, ki je vsebovala osem 

variabilnih mest med vrstami. Z metodo je bilo mogoče potrditi prisotnost trske G. morhua 

že pri 1 mg tkiva med 100 mg tkiva drugih vrst [8]. 

Ye in sod. [1] so razvili metodo LAMP za specifično detekcijo vrste Dosidicus gigas z 

nukleotidnimi zaporedji gena COI. Začetne oligonukleotide F3, B3, FIP in BIP so določili z 

orodjem PrimerExplorer v4 in  specifičnost preverili z orodjem BLAST (angl. Basic Local 

Alignment Search Tool). 

DNA D. gigas se je uspešno pomnožila po 20 minutah. Metoda je bila izjemno natančna, saj 

je bilo mogoče zaznati 1 g vzorca D. gigas v 1000 g mešanici glavonožcev. Rezultati LAMP 

metode so bili primerljivi z rezultati kvantitativnega PCR-ja [1]. 

⁠ 

 

2.3 Opis vrste Loligo vulgaris 
 

Lignji tvorijo izjemno vrstno bogato skupino, ki sodi v razred glavonožcev. Ligenj Loligo 

vulgaris sodi v družino lignjev Lolinginidae, ki ima 10 rodov z velikim številom vrst, ki jih 

je težko ločiti med sabo na podlagi morfoloških znakov. 

Telo lignja je dolgo, zmerno ozko in valjaste oblike. Plavut ima obliko romba in meri 

približno dve tretjini dolžine plašča. Dolžina plašča pri moškem osebku meri do 42 

centimetrov in 32 pri ženskem, navadno pa zrastejo do dolžine 25 oz. 15 centimetrov.  Glava 

lignja je relativno majhna z velikimi očmi. Okoli ust ima 10 lovk. Osem jih je relativno 

kratkih, medtem ko sta preostali dve daljši, saj jih ligenj uporablja za lov.  

 

 

 
Slika 2: Primerek lignja Loligo vulgaris [17]  

 

Lignji L. vulgaris so sivkasto ali rdečkasto prozorne barve, odvisno od širitve pigmentnih 

celic [18]. Običajno tehtajo do 1,5 kilograma [19].  

V zahodnem Sredozemskem morju je L. vulgaris ekonomsko ena od najpomembnejših vrst 

glavonožcev. Na trgu vrsta dosega najvišje cene. Največja lovišča so na Portugalskem, v 
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zahodnem delu Afrike in zahodnem Sredozemskem morju [20]. V Jadranskem morju vsako 

leto ulovijo med 1000 in 1500 ton lignjev vrste L. vulgaris [18]. 

 

 

 
Slika 3: Geografska razširjenost vrste Loligo vulgaris [20] 

 

Prehranjujejo se večinoma z ribami in raki, redkeje se lahko pojavi tudi kanibalizem. Mladi 

lignji se prehranjujejo predvsem s planktonom in ribjimi jajčeci, pri odraslih pa prevladuje 

prehranjevanje z ribami. Vrsta je plen za mnoge ribe in kite, še posebno za delfine, mečarice, 

gofe in ostale.  

Pri moških osebkih lahko občasno opazimo črte na prsni strani, kot jih lahko opazimo pri 

vrsti Loligo forbesii (Steenstrup, 1857), a so manjše in manj intenzivno obarvane. V študiji 

objavljeni leta 1988 sta znanstvenika Augustyn in Grant [21] predlagala, da bi vrsto Loligo 

reynaudii (d'Orbigny, 1841) označili kot podvrsto vrste L. vulgaris, a je Vecchione s 

sodelavci v študiji leta 2005 ponovno vzpostavil mnenje, da gre za dve ločeni vrsti [20]. 
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3 MATERIAL IN METODE 

 

3.1 Identifikacija vrst lignjev za vključitev v analizo ter izbor referenčnih 

nukleotidnih zaporedij 
 

Različne vrste lignjev je med sabo izjemno težko razlikovati zato si raziskovalci prizadevajo, 

da bi za potrebe ribiške industrije in nadzornih organov razvili hitre, zanesljive in specifične 

teste za identifikacijo. Odločili smo se, da bomo naredili set začetnih oligonukleotidov 

specifičnih za vrsto Loligo vulgaris.  

Pri izbiri markerjev je potrebno upoštevati, da mora biti izbrana regija čim bolj ohranjena z 

majhno znotrajvrstno variabilnostjo, ter čim bolj variabilna med vrstami. Tej razliki pravimo 

tudi »barcoding gap« in je ključna za uspešno izbiro markerjev za barkodiranje [6]. 

Na osnovi pregleda literature smo se odločili, da bomo proučili možnost za razvoj metode 

LAMP na osnovi nukleotidnih zaporedij naslednjih genov: 16S rDNA, 18S rDNA,  citokrom 

b oksidaza (cyt b) in citokrom c oksidaza podenota I (COI). Zaporedja smo prenesli iz 

podatkovne zbirke GenBank na način, ki je opisan v nadaljevanju. Primerjali smo 

nukleotidna zaporedja več vrst, da bi zagotovili specifičnost začetnih oligonukleotidov za L. 

vulgaris. 

 

 

3.1.1 Prenos zaporedij in metapodatkov z orodjem EDirect 

 

Prenos nukleotidnih zaporedij smo izvedli z lokalno nameščenimi orodij iz programskega 

paketa EDirect [22]. Omenjena orodja omogočajo dostop do podatkovnih zbirk, ki jih ureja 

ameriški Nacionalni center za biotehnološke podatke (NCBI) preko UNIX-ove ukazne 

vrstice. Funkcije programa uporabijo iskalne argumente, ki jih uporabnik vpiše v ukazno 

vrstico.  

 

Primer ukaza za iskanje in shranitev nukleotidnih zaporedij gena COI vrste L. vulgaris: 

 
$ esearch -db nucleotide -query "(Loligo vulgaris[Organism] AND 

coi[Gene Name])" | efetch -format fasta > rezultat.fasta 

 

Pomen parametrov [22]:  

 
esearch ukaz za iskanje po podatkovni zbirki 
-db ukaz za izbor podatkovne zbirke (v našem primeru podatkovna zbirka 

nukleotidnih zaporedij »nucleotide«) 
-query ukaz za določitev iskalnega gesla 
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| vmesnik med dvema procesoma (angl. pipe), ki izhod iz prvega procesa 

preusmeri na vhod naslednjega procesa 
-format ukaz, ki rezultate iskanja pretvori v želeno obliko zapisa 
> ukaz za zapis podatkov v datoteko z določenim imenom 

 

 

Zgornji ukaz smo izvedli za vsako izmed sedmih vrst (Loligo vulgaris, Loligo forbesii, 

Loligo reynaudii, Uroteuthis chinensis, Illex coindetii, Dosidicus gigas in Doryteuthis gahi), 

ter za vse izbrane gene in tako pridobili nukleotidna zaporedja v fasta datoteki. 

Poleg zaporedij v fasta obliki, smo prenesli tudi metapodatke zaporedij (vrsta lignjev, naslov 

članka, če so bila zaporedja objavljena v povezavi z znanstveno objavo, avtorji članka, 

povezava do podatkovne zbirke BOLD in država izvora vzorcev). Rezultate vseh iskanj smo 

združili v Excelovo preglednico.   

Metapodatke smo prav tako kot nukleotidna zaporedja prenesli s funkcijami orodja EDirect. 

 

Primer ukazov za prenos metapodatkov za gen COI vrste Loligo vulgaris:  
 
#Ukaz za prvi set podatkov 

$ esearch -db nucleotide -query “Loligo vulgaris[Organism] AND coi[Gene 

Name]” | efetch -format gpc | xtract -pattern INSDSeq -element 
INSDSeq_locus INSDSeq_length INSDSeq_accession-version INSDSeq_organism 

INSDSeq_definition -block INSDReference -if INSDReference_reference -

equals 1 -element -first INSDAuthor INSDReference_title 

INSDReference_journal > rezultati1.txt  

 

#Ukaz za drugi set podatkov 

$ esearch -db nucleotide -query “Loligo vulgaris[Organism] AND coi[Gene 

Name]” | efetch -format gpc | xtract -pattern INSDSeq -element 

INSDSeq_locus -block INSDQualifier -if INSDQualifier_value -contains BOLD 

-element INSDQualifier_value > rezultati2.txt 

 

#Ukaz za tretji set podatkov 
$ esearch -db nucleotide -query “Loligo vulgaris[Organism] AND coi[Gene 

Name]” | efetch -format gpc | xtract -pattern INSDSeq -element 

INSDSeq_locus -block INSDQualifier -if INSDQualifier_name -equals isolate 

-element INSDQualifier_value > rezultati3.txt  

 

#Ukaz za četrti set podatkov 

esearch -db nucleotide -query “Loligo vulgaris[Organism] AND coi[Gene 

Name]” | efetch -format gpc | xtract -pattern INSDSeq -element 

INSDSeq_locus -block INSDQualifier -if INSDQualifier_name -equals country 

-element INSDQualifier_value > rezultati4.txt 
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Pridobljene rezultate (tekstovne datoteke, ki so imele s tabulatorji ločene vrednosti) smo v 

skupno preglednico združili v programu R. 

 

Pomen posameznih parametrov v zgornjih ukazih: 

 

xtract ukaz za luščenje podatkov iz XML datoteke 

-pattern (angl. vzorec) ukaz, s katerim omejimo iskanje na en predel XML datoteke in 

določimo začetek nove vrstice ("pattern" je najvišja oznaka v 

hierarhični razvrstitvi elementov xml) 

-block (angl. celica) ukaz, s katerim omejimo iskanje na določeno skupino 

elementov (angl. group) 

-element ukaz, ki zazna in izpiše podatke iz argumenta, ki mu ga podamo 

 

 

Ker je bilo v nukleotidni podatkovni zbirki GenBank največ nukleotidnih zaporedij gena 

COI smo nadaljnje analize izvedli samo z nukleotidnimi zaporedji gena COI. 

V analizo smo vključili tudi zaporedja gena COI referenčnih osebkov vrste L. vulgaris, ki so 

jih pridobili s sekvenciranjem raziskovalci na Nacionalnem inštitutu za biologijo v okviru 

projekta CRP (št. projekta V1-1808). 

 

 

3.1.2 Pravilna usmeritev in poravnava zaporedij z orodjem MAFFT ter identifikacija 

haplotipov 

 

Pridobljena nukleotidna zaporedja smo poravnali z orodjem MAFFT v. 7 [23] 

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) in preverili ali so vsa določena na osnovi iste verige 

molekule DNA (matrična ali kodirajoča). Nasprotno orientirane, v primerjavi s prvim 

zaporedjem, ki smo ga določili za referenčno zaporedje, smo prepisali v komplementarno 

zaporedje v smeri 5’-3’. 

Za vsako vrsto smo določili hapolotipe, zato da smo lahko izločili redundantna zaporedja in 

tako zmanjšali število nukleotidnih zaporedij za nadaljnje delo.Za določitev haplotipov smo 

zaporedja analizirali s programom DnaSP v. 6 [24].  

Po vnosu datotek smo izbrali možnost »Generate« in nadalje »Haplotype data…«. Za 

določitev haplotipov smo uporabili privzete nastavitve.  

Zaporedja smo poravnali s programom MEGA v. 6 [25] ter začetni in končni del poravnave 

odstranili tako, da je bilo pri vseh haplotipih vseh vrst prisotno enako dolgo zaporedje.   

Nato smo haplotipe shranili v fasta datoteke ločene po vrstah.  
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3.1.3 Priprava konsenznega zaporedja L. vulgaris za razvoj LAMP začetnih 

oligonukleotidov 

 

Ker trenutno ni na voljo bioinformacijskega orodja, s katerim bi lahko razvili metodo LAMP 

z upoštevanjem znotrajvrstne raznolikosti, smo pripravili konsenzno (najpogosteje 

ugotovljeno) nukleotidno zaporedje vrste L. vulgaris na osnovi zaporedij haplotipov, ki smo 

jih identificirali iz zaporedij DNA pridobljenih v okviru projekta CRP (št. projekta V1-

1808).  

Haplotipe L. vulgaris smo prenesli v CodonCode Aligner v. 9, ki ima možnost določitve 

konsenznega zaporedja. Program na variabilnih mestih izbere nukleotid, ki je najbolj pogost 

med zaporedji.  

Za zagotovitev pomnoževanja DNA vseh haplotipov L. vulgaris, smo pridobljene začetne 

oligonukleotide, v kolikor so prilegli na znotrajvrstna variabilna mesta, nadomestili z IUPAC 

oznakami, ki označujejo več nukleotidov (npr. Y pomeni kombinacijo C in T). 

 

 

3.2 Razvoj začetnih oligonukleotidov 
 

Razvoj metode LAMP smo zastavili tako, da smo na osnovi konsenznega zaporedja pridobili 

več setov začetnih oligonukleotidov specifičnih za detekcijo konsenznega zaporedja L. 

vulgaris v primerjavi s haplotipi preostalih vrst vključenih v razvoj metode (seti začetnih 

oligonukleotidov so bili določeni za vsako vrsto posebej). Pridobljene sete smo primerjali in 

izbrali tiste, ki so bili skupni vsem primerjavam (ti seti so potemtakem glede na orodje 

PrimerExplorer v5 [26] specifični le za pomnoževanje konsenznega zaporedja L. vulgaris).     

Vhodno datoteko za orodje PrimerExplorer v5 smo pripravili s spletnim orodjem 

MorphoCatcher [27]. 

 

 

3.2.1 Vnos datotek v MorphoCatcher 

 

MorphoCatcher je spletno bioinformacijsko orodje, ki olajša pripravo vhodne datoteke za 

orodje PrimerExplorer [27]. Na osnovi predhodne poravnave z orodjem Clustal Omega 

omogoča samodejno določitev mest v nukleotidnem zaporedju, kjer se referenčno zaporedje 

(v našem primeru konsenzno zaporedje L. vulgaris) razlikuje od haplotipov druge vrste. 

Vhodno datoteko za MorphoCatcher smo izdelali tako, da smo konsenzno zaporedje  vstavili 

na začetek prej pripravljenih datotek s haplotipi posamezne vrste. Ker MorphoCatcher 

zaporedja iste vrste ugotavlja na osnovi imena zaporedji, smo spremenili predpone vseh 

imen zaporedij tako, da se je predpona začela s prvimi tremi črkami rodu in nadaljevala s 
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prvima dvema črkama vrste, končala pa se je z znakom »|« (npr. 

»Dosgi|MH194533.2_Dos_gi«).   

Vsako od šestih datotek (za vsako vrsto posebej) smo vnesli v orodje za poravnavo več 

zaporedij Clustal Omega [28] (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), saj poravnavo 

pretvori v obliko zapisa, ki jo zna prebrati MorphoCatcher. V nastavitvah smo, kot velevajo 

navodila za orodje MorphoCatcher, označili, da se po poravnavi ohrani vrstni red 

nukleotidnih zaporedij ("input" namesto "aligned"), ter da smo vnesli zaporedje DNA 

(namesto "PROTEIN"). 

Za vsako primerjavo konsenznega zaporedja L. vulgaris z drugimi vrstami smo z orodjem 

MorphoCatcher pridobili grafični prikaz povprečja mutacijskega indeksa in vhodno datoteko 

z označenimi mesti, na katerih se je konsenzno zaporedje L. vulgaris razlikovalo od 

haplotipov druge vrste. MorphoCatcher z izračunom mutacijskega indeksa določi 

najprimernejše regije zaporedja za razvoj metode LAMP. Avtorji orodja MorphoCatcher 

navajajo, da bi za uspešen razvoj metode LAMP bilo potrebno izbrati regijo z mutacijskim 

indeksom nad  2  [27]. 

 

 

3.2.2 Vnos datotek v orodje PrimerExplorer in razvoj začetnih oligonukleotidov 

 

V Primer Explorer smo od vsake primerjave posebej vnesli vhodne datoteke, ki smo jih 

pridobili z orodjem MorphoCatcher. Sete začetnih oligonukleotidov za metodo LAMP smo 

določili s privzetimi nastavitvami (slika 4).  
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Slika 4: Postopki pri uporabi orodja PrimerExplorer za uvoz datoteke, pridobljene z orodjem MorphoCatcher 

(a) in določitev razvoja specifičnih začetnih oligonukleotidov (b). V kategoriji »Design Option« smo izbrali 

»Specific«, saj smo želeli pridobiti začetne oligonukleotide specifične za pomnoževanje konsenznega 

zaporedja Loligo vulgaris in nadaljevali z »Generate«. V spodnjem okencu se prikaže število setov začetnih 

oligonukleotidov, ki jih je PrimerExplorer določil. S klikom na »Display« se odpre grafični prikaz, ki prikaže 

kako začetni oligonukleotidi iz različnih setov prilegajo na tarčno zaporedje. 

 

 

a 

b 
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PrimerExplorer v5 ponudi več setov začetnih oligonukleotidov, ki ustrezajo privzetim 

nastavitvam za specifično pomnoževanje želenega nukleotidnega zaporedja (slika 5). 

 

 

 
Slika 5: Postopki pri uporabi orodja PrimerExplorer za pregled ponujenih setov začetnih oligonukleotidov: a) 

Obkljukamo vse sete začetnih oligonukleotidov in potrdimo s »Confirm«. b) Po zaključenem postopku 

prikazanem v delu a se prikažejo preglednice s podrobnejšimi podatki o začetnih oligonukleotidih za vsak set 

posebej. 

 

 

Kot omenjeno v pregledu literature, lahko za metodo LAMP določimo štiri začetne 

oligonukleotide ali šest. V predhodno predstavljenem postopku dela z orodjem 

PrimerExplorer v5 smo pridobili sete s štirimi začetnimi oligonukleotidi. Za določitev 

dodatnih dveh začetnih oligonukleotidov, ki prilegata na zanko, je potrebno datoteko 

a 

b 
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PrimerInfo (ki jo pridobimo ob zaključku prvega dela tako, da kliknemo na gumb Primer 

Information) ponovno uvoziti v PrimerExplorer v5 (slika 6). 

 

 
Slika 6: Prikaz naleganja štirih začetnih oligonukleotidov v oknu orodja PrimerExplorer po vnosu PrimerInfo 

datoteke.  S klikom na »Generate« PrimerExplorer preveri, če je možno med mestom F1 in B2c določiti mesto 

za prileganje dodatnega začetnega oligonukleotida. 

 

 

3.2.3 Preverjanje stabilnosti koncev začetnih oligonukleotidov in končni izbor setov 

 

Z orodjem PrimerExplorer v5 smo pridobili več setov začetnih oligonukleotidov za 

specifično pomnoževanje konsenznega zaporedja na osnovi primerjave s haplotipi za vsako 

vrsto posebej. Za izbor najprimernejših setov avtorji [26] navajajo več parametrov. Konci 

začetnih oligonukleotidov (3' konci) so začetna mesta sinteze DNA, zato morajo biti posebej 

stabilni. Potrebno je preveriti stabilnost 3' konca regije F2 in B2, ter 5' konca regije B1c in 

F1c za vsak set začetnih oligonukleotidov. Vrednost ⊿G, ki ponazarja stabilnost, mora biti -

4.0 kcal/mol ali nižja (npr. konec z ⊿G = −6.5 kcal/mol je bolj stabilen od konca z ⊿G = 

−4.0 kcal/mol) [26]. 

Pripravili smo seznam setov začetnih oligonukleotidov, ki so bili skupni vsem primerjavam 

in nadalje proučili, katera mesta začetnih oligonukleotidov je potrebno zamenjati z 

večpomensko IUPAC oznako. 
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3.2.4 Vstavljanje večpomenskih IUPAC oznak za nukleotide na znotrajvrstnih 

variabilnih mestih 

 

Da bi začetni oligonukleotidi nalegli na nukleotidna zaporedja vseh haplotipov L. vulgaris, 

smo identificirali na katera znotrajvrstna variabilna mesta prilegajo in ta mesta zamenjali z 

IUPAC oznakami, ki ponazarjajo prileganje na dva ali več različnih nukleotidov (npr. 

oznaka Y pomeni C in T, začetni oligonukleotid na mestu z oznako Y prileže na G ali A). 

Med zaporedji F2 in F1c (FIP) ter B2 in B1c (BIP) smo vrinili povezovalno DNA (angl.  

linker) s petimi timini, saj naj bi po nekaterih virih le-to olajšalo oblikovanje zanke in 

pohitrilo reakcijo [29]. Uporabili so jo tudi Notomi in sod. [16], ko so razvili metodo LAMP. 

 

 

3.2.5 Ponovitev z obratnim komplementom 

 

Celoten postopek smo ponovili na način, da smo haplotipe prepisali v komplementarno 

zaporedje (v smeri 5’ proti 3’) in ponovno izvedli vse prej opisane postopke. 

Komplementarno zaporedje smo pridobili z orodjem na spletni strani 

http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/projects/Utilities/revcomp.html. 

 

 

3.3 Preverjanje specifičnosti pomnoževanja DNA z razvitimi začetnimi 

oligoukleotidi 
 

Za konec smo preverili še specifičnost začetnih oligonukleotidov oz. njihovo prileganje na 

nukleotidna zaporedja različnih vrst lignjev s pomočjo paketa za R – primerTree. PrimerTree 

paket omogoča proučevanje specifičnosti naleganja začetnih oligonukleotidov z iskanjem 

po izbrani podatkovni zbirki z nukleotidnimi zaporedji (v našem primeru GenBank) z 

orodjem Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi). V 

primeru, da je v začetnem oligonukleotidu prisotna tudi oznaka IUPAC za več nukleotidov 

lahko primerTree določi vse različne kombinacije začetnih oligonukleotidov. 

Za delovanje paketa smo morali na računalnik namestiti tudi orodje Clustal Omega.  

Skripta, ki smo jo uporabili, je priložena v prilogi (Priloga A). 

 

Za funkcijo »search_primer_pair()« smo uporabili zaporedja v smeri 5'-3' (t.j. zaporedje 

mesta F3, F2, B3 in B2), v primeru testiranja kombinacije F1c in B1c pa smo morali 

uporabiti komplementarno zaporedje. 

Zgornjo mejo števila permutacij smo nastavili na 100, čeprav število kombinacij začetnih 

oligonukleotidov z IUPAC oznakami v nobenem primeru ni preseglo števila 100, saj smo 
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imeli največ tri variabilna mesta na enem začetnem oligonukleotidu, tako da so se izvedle 

vse možne permutacije. 

Pri testiranju specifičnosti naleganja smo določili podatkovno bazo  »nucleotide«. Za iskalni 

ukaz smo našteli vrste, ki se pojavljajo na slovenskem tržišču. Sedmim začetnim vrstam smo 

dodali še Loligo patagonica, Uroteuthis duvaucelli in Todarodes sagitattus. Vključili smo 

tudi stara imena nekaterih vrst, ki se danes ne uporabljajo več, v primeru da katero izmed 

novih imen v podatkovni zbirki ni samodejno povezano s starim. 

 

Funkcija »search_primer_pair()« poda objekt primerTree iskanja. 

S funkcijo png() smo ustvarili sliko v katero se je kasneje shranil graf. 

Funkcija »plot.primerTree()« (ali samo »plot()«) izriše graf na podlagi objekta, ki ga vrne 

funkcija »search_primer_pair()«. Funkciji smo podali objekt in izbrali »species« oz. vrsta, 

ker smo želeli preveriti rezultat na grafu zgolj na nivoju vrste. 

Funkcija »dev.off()« zapre okno »Plot«. 

 

Izpisali smo tudi druge rezultate primerTree shranjene na listih »taxonomy« in 

»BLAST_results«, kot npr. dolžina pomnoženega zaporedja, akcesijska oznaka zaporedja iz 

GenBank, informacijo o taksonomski klasifikaciji, itd.   
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA 
 

4.1 Izbor, prenos in urejanje nukleotidnih zaporedij 
 

S spletne podatkovne zbirke GenBank smo prenesli vsa zaporedja štirih genov (COI, cyt b, 

16S rDNA, 18S rDNA) sedmih vrst lignjev (Loligo vulgaris, Loligo forbesii, Loligo 

reynaudii, Dosidicus gigas, Doryteuthis gahi (d'Orbigny, 1835), Illex coindetii (Vérany, 

1837) in Uroteuthis chinensis) v fasta obliki. Število vseh pridobljenih nukleotidnih 

zaporedij je bilo 439. 

 
Preglednica 1: Število prenesenih zaporedij glede na vrsto in gen  

 Doryteuthis 

gahi 

Dosidicus 

gigas 

Illex 

coindetii 

Loligo 

forbesii 

Loligo 

reynaudii 

Loligo 

vulgaris 

Uroteuthis 

chinensis 

Skupno 

COI 8 72 18     29             20        67 59 273 

cyt b 8 26 16     8              4        6 8 76 

18S / 1 3     5              /        4 1 14 

16S  13 18 2     4              3        6 30 76 

Skupno 29 117 39     46             27        83 98 439 

 

 

Z orodjem EDirect smo pripravili tudi preglednico z metapodatki prenesenih nukleotidnih 

zaporedij, ki nam je bila v pomoč pri izboru najbolj zanesljivih zaporedij. Primer preglednice 

z metapodatki, ki se nanašajo na nukleotidna zaporedja L. vulgaris, se nahaja v prilogi B. 

Ker je bilo v podatkovni zbirki GenBank največ zaporedij za gen COI, smo se odločili, da 

za metodo LAMP uporabimo le zaporedja COI. Najprej smo zaporedja z orodjem MAFFT 

poravnali in preverili ali so določena na osnovi matrične ali kodirajoče verige DNA. Slika 7 

prikazuje rezultat v primeru, če je med zaporedji tudi primer zaporedja komplementarne 

verige. 
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Slika 7: Rezultat orodja MAFFT v primeru, ko je med analiziranimi zaporedji tudi nasprotno orientirano 

zaporedje, takrat so točke v točkovnem grafu so prikazane z modro črto. V nastavitvah smo določili, da orodje 

v takem primeru samodejno prepiše zaporedje v komplementarno. 

 

Po pregledu zaporedij in metapodatkov v programu MEGA, smo se odločili, da bomo 

nekatera zaporedja odstranili iz nabora zaradi neustreznosti. Odstranili smo zaporedja, ki so 

! 

! 

! 
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bila v primerjavi z drugimi zaporedji iste vrste bolj variabilna in zaporedja, ki so vsebovala 

veliko nedoločenih nukleotidov. Odstranili smo tudi nekaj takih, kjer je manjkal večji del 

COI regije. 

Pri vrsti Loligo vulgaris smo odstranili 34 zaporedij, tako da nam jih je ostalo še 33, 

naknadno pa smo dodali še šest nukleotidnih zaporedij, ki so jih pridobili raziskovalci iz 

referenčnega materiala. Pri vrsti Uroteuthis chinensis smo odstranili pet zaporedij, tako da 

jih je ostalo še 54, pri vrsti Illex coindetii smo izbrisali eno zaporedje, tako da jih je ostalo 

17 in pri vrsti Dosidicus gigas smo odstranili 49 zaporedij, tako da jih je ostalo 21.  

 

 

4.2 Identifikacija haplotipov in krajšanje zaporedij 
 
Z orodjem DnaSP smo prepoznali unikatne haplotipe gena COI za sedem izbranih vrst (poleg 
vrste L. vulgaris). 
 
Preglednica 2: Število zaporedij in haplotipov gena COI po odstranitvi neustreznih zaporedij 

Vrsta Št. nukleotidnih zaporedij Št. unikatnih haplotipov 

Doryteuthis gahi 8 5 
Dosidicus gigas 21 7 

Illex coindetii 17 3 
Loligo forbesii 29 1 

Loligo reynaudii 20 9 
Loligo vulgaris 39 21 

Uroteuthis chinensis 54 20 
Doryteuthis gahi 8 5 

Skupno 188 66 
 

 
Vse haplotipe vseh vrst smo nato prenesli v eno fasta datoteko in jih poravnali v programu 
MEGA. Vsa zaporedja smo skrajšali na končno dolžino 575 baznih parov in vse haplotipe 
shranili v fasta datoteke ločene po vrstah.  
 
 
4.3 Priprava zaporedij za vnos v Primer Explorer 
 
Z orodjem CodonCode Aligner smo na osnovi nukleotidnih zaporedij gena COI, 

pridobljenih iz vzorcev lignjev, določili konsenzno zaporedje, ki smo ga v nadaljevanju 

uporabili kot osnovo za razvoj začetnih oligonukleotidov za metodo LAMP. 

Z orodjema Clustal Omega in MorphoCatcher smo pripravili vhodne datoteke za 

PrimerExplorer v5. Primer vhodne datoteke za MorphoCatcher prikazuje slika 8.  
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Slika 8: Primer vhodne datoteke za MorphoCatcher 

 
 
Z orodjem MorphoCatcher smo pridobili vhodno datoteko za PrimerExplorer v5 (slika 8) in 
graf s povprečnim mutacijskim indeksom za primerjavo L. vulgaris z vsako od sedmih vrst 
posebej (primer na sliki št. 9). 
 

 
Slika 9: Graf povprečnega mutacijskega indeksa za vrsto D. gigas in konsenzno zaporedje L. vulgaris. 

 
Glede na literaturo [27], povprečne vrednosti mutacijskega indeksa nad vrednostjo dve 
omogočajo uspešen razvoj začetnih oligonukleotidov za metodo LAMP. 
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Slika 10: Primer vhodne datoteke za PrimerExplorer v5, ki jo pripravi orodje MorphoCathcher. Zvezdica 

označuje enak nukleotid med konsenznim zaporedjem L. vulgaris in vsemi haplotipi D. gigas, črtice pa so na 

mestih, kjer se zaporedja med vrstama razlikujejo. 

 
 
 
4.4 Določitev začetnih oligonukleotidov z orodjem Primer Explorerjem v5 

in končni izbor setov začetnih oligonukleotidov 
 
Po vnosu vhodne datoteke iz orodja MorphoCatcher v PrimerExplorer v5, smo pridobili 
grafični pregled naleganja začetnih oligonukleotidov na tarčno zaporedje (konsenzno 
zaporedje L. vulgaris) od vseh ponujenih setov (slika 11). 
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Slika 11: Primer grafičnega prikaza regij, identificiranih za prileganje začetnih oligonukleotidov.  Z zelenimi 

velikimi tiskanimi črkami je prikazan začetni oligonukleotid F3, z malimi B3. Z modrimi velikimi tiskanimi je 

prikazana regija F2, z malimi pa B2. S črnimi velikimi tiskanimi je prikazana regija B1c, z malimi pa F1c. 

 
 
Za vsak set začetnih oligonukleotidov smo pridobili tudi  natančnejše podatke o začetnih 
oligonukleotidih (slika 12). 
 

 
Slika 12: Primer izpisa podatkov za set ID23 z orodjem PrimerExplorer v5 

 
 
Kot omenjeno v metodah, smo za razvoj začetnih oligonukleotidov uporabili zaporedje 
matrične in zaporedje kodirajoče verige izbrane regije gena COI. Skupno število setov 
začetnih oligonukleotidov, ki naj bi po privzetih nastavitvah orodja PrimerExplorer v5 
omogočali specifično pomnoževanje DNA vrste L. vulgaris,  je bilo sedem. Na podlagi 
kodirajočega tarčnega zaporedja smo dobili tri sete (ID11, ID19 ID23), na podlagi 
matričnega pa štiri sete (ID2, ID10, ID24, ID28).  
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Z vsemi seti smo preverili ali je mogoče poleg primarno določenih štirih začetnih 
olignukleotidov razviti še dodatna dva za prileganje na zanko, vendar to s privzetimi 
nastavitvami ni bilo mogoče.    
Pri vseh sedmih setih smo preverili parameter, ki določa stabilnost 3' konca za začetne 
oligonukleotide F2 in B2, ter 5' konca za F1c in B1c. Vse vrednosti ⊿G so bile manjše od -
4 za vse sete, kar pomeni da so vsi začetni oligonukleotidi ustrezali priporočenim pogojem 
[26].  
V nadaljevanju bomo predstavili rezultate le za en set začetnih oligonukleotidov, označen z 
oznako ID 23. Nukleotidno zaporedje začetnih oligonukletidov iz omenjenega seta je 
prikazano v preglednici 4. 
 
 
Preglednica 3: Set začetnih oligonukleotidov z oznako ID23  

label 5'pos 3'pos len Tm 5'dG 3'dG GCrate Sequence 

F3 181 200 20 56.25 -3.48 -6.33 0.45 CAGATATAGCTTTCCCACGT 

B3 359 381 23 55.74 -3.52 -4.41 0.30 AAGAAATACCAGCTAAATGAAGT 

FIP     43         
AGCTCCTCTTTCTACAGCAGATG-
GATTTTGATTGCTTCCCCCT 

BIP     47         
GTACAGGATGAACAGTGTACCCC-
GAAAAAATGGCTAAATCTACAGAC 

F2 214 233 20 57.76 -3.17 -6.63 0.45 GATTTTGATTGCTTCCCCCT 

F1c 256 278 23 61.63 -5.93 -4.40 0.48 AGCTCCTCTTTCTACAGCAGATG 

B2 335 358 24 56.00 -3.29 -4.90 0.33 GAAAAAATGGCTAAATCTACAGAC 

B1c 280 302 23 62.10 -4.23 -5.53 0.52 GTACAGGATGAACAGTGTACCCC 
 
 
Na mestih začetnih oligonukleotidov, ki so prilegla na  znotrajvrstna variabilna mesta pri L. 

vulgaris, smo namesto oznake za nukleotid vstavili IUPAC oznako za dva ali več 

nukleotidov. Prikaz končnega seta ID23 z IUPAC oznakami in »poli T« povezovalno DNA 

med zaporedjema F2 in F1c (FIP), ter B2 in B1c (BIP) je predstavljeno v preglednici 5. 

 
 
Preglednica 4: Končno nukleotidno zaporedje začetnih oligonukleotidov z oznako ID23 z IUPAC oznakami 

F3 CAGATATAGCTTTCCCACGT 

B3 AAGAAATACCAGCTAAATGRAGT 

FIP AGCYCCTCTTTCYACAGCAGATGttttGATTTTGATTRCTYCCCCCT 

BIP GTACAGGATGAACAGTSTACCCCttttGAAAAAATGGCTAAATCTACAGAC 
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4.5 Preverjanje prileganja na nukleotidna zaporedja ostalih vrst lignjev 
 
Za konec smo še preverili specifičnost prileganja začetnih oligonukleotidov oz. ali prilegajo 

tudi na regijo COI ostalih vrst lignjev. Analizo smo izvedli z R paketom primerTree. Kot 

rezultat smo pridobili dendrogram, ki prikazuje podobnosti med zaporedji, ki bi se s 

testiranimi kombinacijami začetnih oligonukleotidov oz. kombinacijami nukleotidnih 

zaporedij posameznih delov začetnih oligonukleotidov (v primeru FIP in BIP) pomnožila 

(slika 13). Test specifičnosti je bil izveden s privzetimi nastavitvami (primerTree s 

privzetimi nastavitvami dovoljuje do tri neujemanja na vsakem začetnem oligonukleotidu). 

Pridobili smo tudi preglednico s seznamom akcesijskih oznak nukleotidnih zaporedij in 

informacijo o taksonomski klasifikaciji (primer v prilogi C). 

 

 
Slika 13: Graf pomnoženih zaporedij za začetne oligonukleotide seta ID23. a) F3 in B3, b) F2 in B2, c) F1c in 

B1c, d) F3 in B2, e) F2 in B3 

 
 
Za razvoj specifičnih oligonukleotidov bi bilo optimalno, da se pomnožijo vsa zaporedja L. 

vulgaris in nobena od ostalih vrst. V našem primeru je bilo privzeto število variabilnih mest 

na začetni oligonukleotid tri, zato smo s primerTree pridobili podatek, da bi se lahko 

pomnožila tudi DNA drugih vrst (predvsem DNA vrste iz rodu Loligo – L. reynaudii in L. 

forbesii). Upoštevajoč podatek, da sta pri cikličnem pomnoževnju najpomembnejša začetna 

oligonukleotida FIP in BIP, ki imata na 3' koncu zaporedje B2 in F2 regije ter glede na to, 

da je rezultat testiranja s primerTree najbolj specifičen ravno pri tej kombinaciji, menimo, 

a b c 

d e 
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da lahko pričakujemo specifično pomnoževanje DNA L. vulgaris pri laboratorijskem 

testiranju tega seta začetnih oligonukleotidov.   
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5 ZAKLJUČEK 
 

Povpraševanje po morski hrani se iz dneva v dan povečuje. Ekonomski pritiski in morfološke 

podobnosti med določenimi vrstami glavonožcev lahko privedejo do namernih oz. 

nenamernih potvorb pri imenovanju vrst. V takem primeru je potrošnik ogoljufan, lahko pa 

je tudi resneje ogroženo njegovo zdravje. Testi na osnovi DNA omogočajo lažje razlikovanje 

med vrstami, kot je to na podlagi morfoloških znakov, še posebej če je živilo že predelano.  

V sklopu zaključne naloge smo razvili postopek določitve vrstno specifičnih 

oligonukleotidov za potrjevanje vrste Loligo vulgaris z metodo LAMP. Čeprav smo se 

osredotočili na lignje vrste L. vulgaris, se lahko postopek za razvoj metode uporabi tudi za 

druge taksonomske skupine. V nalogi smo uporabili gen COI, ki velja za enega 

najzanesljivejših markerjev DNA za barkodiranje evkariontov.  

S postopkom, ki smo ga izvedli bo mogoče zaključiti tudi karakterizacijo ostalih setov 

začetnih oligonukleotidov, poleg seta z oznako ID23, ki smo ga predstavili v zaključni 

nalogi. Razvoj začetnih oligonukleotidov je temeljil na nukleotidnih zaporedjih iz 

referenčnih osebkov lignjev L. vulgaris, ki so bili ulovljeni in identificirani kot L. vulgaris 

iz slovenskega morja. 

Pri metodi LAMP je tako kot tudi pri reakciji PCR z dvema začetnima oligonukleotidoma, 

težko zgolj »in silico« potrditi uspešnost začetnih oligonukleotidov. Za potrditev 

specifičnosti razvitih začetnih oligonukleotidov bo v prihodnje treba izvesti še laboratorijski 

preizkus s testiranjem pomnoževanja DNA različnih vrst lignjev. 

 

Delo je bilo opravljeno v sklopu projekta: »Uporaba tehnologije DNA za ugotavljanje 

poneverb v ribiških proizvodih z vrednotenjem socio ekonomskih vidikov« (št. projekta V1-

1808 iz sheme Ciljni raziskovalni program (CRP) Zagotovimo si hrano za jutri). 
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PRILOGE 
 

Priloga A: Metapodatki prenesenih zaporedij vrste Loligo vulgaris, pridobljenih z EDirect 

orodjem 

 



 

Priloga B: Skripta za R paket primerTree za testiranje specifičnosti prileganja z začetnimi 

oligonukleotidi F3 in B3 iz seta ID23 
#uvoz paketov 
library(doMC) 
library(primerTree) 
library(gridExtra) 
library(directlabels) 
library(ggplot2) 
registerDoMC(2) 
 
#določitev delovne mape 
setwd("~/Documents/primerTree/") 
 
#določitev spremenljivk in vrednosti 
#nukleotidna zaporedja so za set zaključnih oligonukleotidov z oznako ID23 
F3 <- "CAGATATAGCTTTCCCACGT"  
F2 <- "GATTTTGATTRCTYCCCCCT" 
B3 <- "AAGAAATACCAGCTAAATGRAGT" 
B2 <- "GAAAAAATGGCTAAATCTACAGAC" 
F1c_reverse <- "CATCTGCTGTRGAAAGAGGRGCT" 
B1c_reverse <- "GGGGTASACTGTTCATCCTGTAC" 
apikey <- "uporabniški NCBI api ključ" 
org <- "cephalopoda" 
searchstr <- '"loligo vulgaris"[Organism] OR "loligo gahi"[Organism] OR "Loligo 
patagonica"[Organism] OR "doryteuthis gahi"[Organism] OR "loligo gahi"[Organism] OR 
"uroteuthis duvaucelii"[Organism] OR "loligo chinesis"[Organism] OR "loligo 
duvaceli"[Organism] OR "dosidicus gigas"[Organism] OR "illex coindetii"[Organism] OR 
"uroteuthis chinensis"[Organism] OR "Todarodes sagitattus"[Organism] OR "loligo 
reynaudii"[Organism] OR "loligo forbesii" [Organism]' 
db <- "nt" 
n_perm <- 100 
n_align <- 1000 
 
#popravek za curl zaradi možnosti javljanja napake zaradi http2 
httr::set_config(httr::config(http_version = 2)) 
 
#določitev funkcije 
primerAssess <- function(seq1, seq2, name, num_permutations, num_aligns, 
                         api_key, organism, primer_specificity_database, entrez_query) { 
  #določitev imena za datoteko z rezultati in graf 
  csv_name <- paste("rezultati_", name, ".csv", sep="") 
  png_name <- paste(name, ".png", sep="") 
    primer <- search_primer_pair(seq1, seq2, name, num_permutations = n_perm,  
                              num_aligns = n_align,  
                              api_key = apikey, organism = org,  
                              primer_specificity_database = db,  
                              .parallel = TRUE, 
                              entrez_query = searchstr) 
  #zapis slike 
  png(filename = png_name) 
  p <- plot(primer, 'species') 
  print(p) 
  dev.off() 
     
  #priprava R objekta z rezultati 
  rezultati_frame <- merge(primer$taxonomy,  
                          primer$BLAST_result,  
                          by.x="gi", by.y="gi") 
  #zapis preglednice z rezultati 
  write.csv(rezultati_frame, file = csv_name) 
} 
#primer za zagon funkcije "primerAssess" za kombinacijo nukleotidnih zaporedij F3 and B3 
primerAssess(F3, B3, name="setFB3")



 

Priloga C: Primer rezultatov (prikazanih je le prvih 30 vrstic) analize v R s primerTree  z 
začetnima oligonukleotidoma F3 in B3 iz seta ID23 
 

 


