Funkcijska analiza JHBP-like genov pri koloradskem hrošču
Vemo, da se JHPB-like izražajo samo v prebavilih, zato bi vzorčili srednje črevo. Vzorčenje prebavil pred 3. stopnjo ličink zna bili problematično (seciranje pod lupo), zato tega ne bomo delali.

Zanima nas:

1. Kako vpliva utišanje JHBP-like genov na razvoj in vedenje larv

2. Kako se JHBP izraža v različnih stopnjah: ličinke, buba, odrasli hrošč

a. Kako vpliva hranjenje na izražanje JHBP-like genov
3. Ali JH III (oz. analog metopren) vpliva na izražanje JHBP-like genov
Predznanje o JH(BP) 

Pri CPB je prisoten samo JHIII in ne drugi JH!

JH III facts (wikipedia)
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JH itself is expensive to synthesize and is unstable in light. At high levels of JH, larva can still molt, but the result will only be a bigger larva, not an adult.

METOPREN (methoprene, analog JH)
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Water Solubility: 1.4 mg/L @ 25 C

Solubility in Other Solvents: Miscible in organic solvents

Vapor Pressure: 3.15 mPa @ 25 C

Sigma: 95 USD/ 250 mg (analytical standard) – ne rabimo tako čistega standarda
Altosid Pro-G Mosquito Larvicide (1.5% methoprene): 42.55 USD

Precor IGR Concentrate (1.2 % methoprene): 12 USD (flaška cca 100 ml) – 1200 mg!!!
(Zalewska, 2009) model: JHBP-ji se sintetizirajo v maščobnem tkivu, kjer vezani na ATP-sintaze čakajo na vezavo JH. V hemolimfi se JHBP-JH veže v kompleks z drugimi proteini (dodatna zaščita)
[image: image3.emf]
Minakuchi, 2008 -> JH receptor (Met) in signalizacija JH pri hrošču Tribolium castaneum:
[image: image4.emf]
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[image: image6.emf]
Galikova and Flatt, 2010: takeout je JHBP-like protein, ki deluje kot centralni mediator (hub) v signalizaciji odgovorni za uravnavanje hranjenja, na še neznan način (mogoče preko manipulacije z JH signalizacijo) pa podaljša življenje insektov!
[image: image7.emf]
HIPOTEZE:

1. Celice srednjega črevesa proizvajajo JHBP-like, saj lahko tako regulirajo količino JH v hemolimfi. JHBP prepreči razgradnjo JHIII in s tem podaljša (juvenilno) fazo ličinke.

2. JHBP se bo izražal v času hranjenja ličink in manj (ali sploh ne) v času ko se CPB ne hrani

3. Stradanje ličink (24h) bo povišalo izražanje JHBP-like genov; pričakujemo analogen učinek kot pri povišanem vnosu antinutritivnih faktorjev s hrano
4. Utišanje (RNAi) JHBP-like genov bo zmanjšalo vpliv črevesja na regulacijo JH, zato se bodo ličinke prej zabubile. Izražanje GH48-2  se bo spremenilo po utišanju JHBP-like.

5. Utišanje JHBP-like genov bo vplivalo na preobrazbo tako, da se ne bodo razvili normalni hrošči.
WORKING PLAN
1. Utišanje JHBP-like genov
?1.1 Ali "CPB regurgitant" razgradi dsRNA?

CPB regurgitant bi morali filtrirat, razredčit in pogledat na gelu, če se vidi kakšna RNA/DNA. dsRNA bi dodali CPB_reg (svež), inkubirali za nekaj ur in preverili na gelu, če pride do razgradnje dsRNA. Kontrola dsRNA brez CPB_reg. 
Hipoteza: ne pride do razgradnje, zato RNAi deluje (za razliko od dvokrilcev, kjer se dsRNA razgradi s slino; Allen in Walker, 2012)
1.2 Preliminarni poskus za vzpostavitev protokola žuželčje RNAi
20 tretiranih (2x50 ul RNAi reakciji) / 20 kontrolnih larv 2. stopnje v inkubatorju v petrijevkah (40 larv)
RASTLINE: Desiree wt 20 rastlin

Preskušen gen: actin (največja smrtnost po 6 dneh, razlika v masi ličink že po 3 dneh - Zhu et al. 2010)
>gi|99013116|gb|EB761683.1|EB761683 581855 MN12 Leptinotarsa decemlineata cDNA clone 315889, mRNA sequence

GCACGAGGTTTTTCTGTCTAGTGAGCAGTGTCCAACCTCAAAAGACAACATGTGTGACGACGATGTAGCGGCTCTTGTCGTAGACAATGGATCCGGTATGTGCAAAGCCGGTTTCGCAGGAGATGACGCACCCCGTGCCGTCTTCCCCTCGATCGTCGGTCGCCCAAGGCATCAAGGAGTCATGGTCGGTATGGGACAAAAGGACTCATACGTAGGAGATGAAGCCCAAAGCAAAAGAGGTATCCTCACCCTGAAATACCCCATCGAACACGGTATCATCACCAACTGGGATGACATGGAAAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAACGAACTCCGTGTCGCTCCAGAAGAACACCCAGTCCTTCTCACTGAAGCTCCACTCAACCCCAAAGCCAACAGGGAGAAGATGACCCAAATCATGTTTGAGACCTTCAACACACCCGCCATGTATGTAGCCATCCAAGCTGTACTCTCCTTGTACGCTTCTGGTCGTACCACCGGTATCGTCTTGGACTCTGGAGATGGTGTCACCCACACCGTACCAATCTACGAAGGTTACGCTCTTCCCCACGC

dsRNA synthesis:
Ld_actin_RNAi_F 5'-TAATACGACTCACTATAGGGGCACGAGGTTTTTCTGTCTAGTG-3'

Ld_actin_RNAi_R 5'-GGAAAAAAAATGTCATCCCAGTTGGTGATG-3'

qRT-PCR:

Ld_actin_qPCR_F 5'-GCCATCCAAGCTGTACTCTCCTTG-3'

Ld_actin_qPCR_R 5'-TGGGGAAGAGCGTAACCTTCGTAG-3'

· Spremljamo:

· težo, smrtnost
· qPCR 18S, actin (prebavila: 3-4 vz tretirane, 3-4 vz kontrolne ličinke; odvisno od smrtnosti)
Potek eksperimenta:
· hranjenje larv z dsRNA začnemo v 2. stopnji (larve v petrijevkah v inkubatorju 25 C) in jih hranimo diferencialno zaporedno 6 dni.
· Hranjenje z listi na katere je nanesena actin dsRNA (npr. 5 ug dsRNA/ list).
· Vzorčenje prebavil v 10. ali 11. dni starih larv (4. stopnja, ko bo masa larv okrog 100 mg) 
· RASTLINE: Desiree wt 20 rastlin – PREDHODNO INDUCIRAMO OBRAMBO tako, da te ličinke 2 dni gojimo na teh rastlinah (samo da preskusimo, če bi ta protokol obnesel v primeru JHBP eksperimenta)
ČASOVNI PLAN:

- rastline 2 tedna v tkivnih (zakoreninjanje), 4 tedne v zemlji: v tem času sinteza dsRNA in probno seciranje CPB

- poskus cca 10 dni

- izolacija RNA, RT, qPCR + obdelava podatkov 10-14 dni

1.3 JHBP eksperiment:
Dizajn dsRNA:
http://www.flyrnai.org/cgi-bin/RNAi_find_primers.pl
http://www.dkfz.de/signaling/e-rnai3/
>153_all_seq

CATGGCCATTATGGCCGGGGAGTTTTCTTTTGAAGAAGAAATCACTAGAAGTTGAAAATGGTACTATTGAAACTTCTCACTTTTGTTGCGCTGGTATATACCGCAAATGCTGCTACAGATAGAGAGCTTGCTATCAAACTGGCAGCATGTTTGAAAAAAGTAATTATAACTGGACTTCCATCTGTTCACATTCCTCCTCATGACCCTCTTGTTTTCAACCACAACCTATCTTGGCATGGAGACATTGGCATTGCCAGTGGTACATTGAACATCACCAACATGAAATGGTATGGAATTCCCCACTGGAGTCTGGATGTTCAACAATTCAGTAAAGACAGTGACTCAAATGCAATCCTCAAATACACACTCTGGTGGCCAAAATTCGAGTTTCTTTCAGAGTACAGTCTTGAAACAAATGTGGCGTTGATTCCTGGAAAGGTTGCCGGATATTTGAATGTCACCTTAGCCAGCACCTCATGGACTGGTGAAGTCAACTTCACCAAACCAGGTTTCGATCTAACAGAAGGTATTGAAGAACTTACTTTGAGCTGGAATGCTGACAAAGTGCATTTCGACTTCACCGGTCTTGGAATTTTTAATGGTGCAATTTCTAATACAATAAGTGGACTCGTTAAAGCATACATCGACAGTGGAGCCATGGGAAATGTTCTTGGGGACCTATTGAAGACAAGATTGAACACTGTCTGGTTCCAACATAACGAAAGGATCGATAAGATTTTGGAATATTGTAGGAACAACTGAGATGTTATTTGAAAATGTAAATTTCAGTTAATGAATAATGAATAAACTTTATTTCACTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

qPCR amplikon! qPCR ne sme zaznati dsRNA!!!
	Primer forward


	Sequence
	CCGGGGAGTTTTCTTTTGA

	Length [nt]
	19

	Tm[°C]
	60.029

	GC[%]
	47.368


	Primer reverse


	Sequence
	AGACCGGTGAAGTCGAAATG

	Length [nt]
	20

	Tm[°C]
	60.111

	GC[%]
	50.000


	Primer pair penalty
	1.1405


  

	Amplicon sequence

	CCGGGGAGTTTTCTTTTGAAGAAGAAATCACTAGAAGTTGAAAATGGTAC
TATTGAAACTTCTCACTTTTGTTGCGCTGGTATATACCGCAAATGCTGCT
ACAGATAGAGAGCTTGCTATCAAACTGGCAGCATGTTTGAAAAAAGTAAT
TATAACTGGACTTCCATCTGTTCACATTCCTCCTCATGACCCTCTTGTTT
TCAACCACAACCTATCTTGGCATGGAGACATTGGCATTGCCAGTGGTACA
TTGAACATCACCAACATGAAATGGTATGGAATTCCCCACTGGAGTCTGGA
TGTTCAACAATTCAGTAAAGACAGTGACTCAAATGCAATCCTCAAATACA
CACTCTGGTGGCCAAAATTCGAGTTTCTTTCAGAGTACAGTCTTGAAACA
AATGTGGCGTTGATTCCTGGAAAGGTTGCCGGATATTTGAATGTCACCTT
AGCCAGCACCTCATGGACTGGTGAAGTCAACTTCACCAAACCAGGTTTCG
ATCTAACAGAAGGTATTGAAGAACTTACTTTGAGCTGGAATGCTGACAAA
GTGCATTTCGACTTCACCGGTCT

	Amplicon length [nt]

	573


Primerji za Thermo Finnzymes Replicator™ RNAi Kit (iz eRNAi3 programa):

One kit contains materials for producing up to 2.5 mg of pure double-stranded RNA in a 2 ml reaction volume (40 reactions in 50 μl volume, konc. cca. 1 ug/ul).

JHBP_RNAi_F: TAATACGACTCACTATAGGGCCGGGGAGTTTTCTTTTGA (Tm=76,8 C/64 C)
JHBP_RNAi_R: GGAAAAAAAAGACCGGTGAAGTCGAAATG (Tm=72,8 C/ 64C)
The promoter sequences are underlined. The first nucleotides to be incorporated into the final dsRNA product at each end are marked in red. Target gene-specific sequences at the 3’ end of the primers are sequence specific nucleotides (17–22).

Multiple primer analyzer:
	Name 
	Tm°C
	CG%
	nt

	JHBP_RNAi_F
	77.4
	43.6
	39

	JHBP_RNAi_R
	73.1
	41.4
	29


Če bi producirali 50 ug/reakcijo, bi en kit zadostoval za 40 listov. V prvih 3 dnevih bi 1 list zadostoval za 5 larv (4 listi za 20 larv), pozneje 10 listov/20 larv: 3x4 + 3x10 = 42 listov -> 1-2 kita za produkcijo dsRNA
20 tretiranih (2x50 ul RNAi reakciji) / 20 kontrolnih larv 2. stopnje v inkubatorju v petrijevkah (40 larv) -> predvideno za 4-5 bioloških ponovitev RNA izolacije.
Potek eksperimenta:
· hranjenje larv z dsRNA začnemo v 2. stopnji (larve v petrijevkah v inkubatorju 25 C) in jih hranimo diferencialno zaporedno 6 dni. (Ne bi začeli hraniti ličink 1. stopnje, ker je smrtnost v tej stopnji na splošno višja in bi lahko kaj narobe sklepali).
· Hranjenje z listi na katere je nanesena JHBP-like dsRNA (npr. 5 ug dsRNA/ list). Lahko bi mogoče spremljali tudi količino pojedenega materiala v posamezni skupini s fotografijami pojedenega lista.
· Vzorčenje prebavil v 10. ali 11. dni starih larv (4. stopnja, ko bo masa larv okrog 100 mg) 
· RASTLINE: Desiree wt 20 rastlin – PREDHODNO INDUCIRAMO OBRAMBO tako, da te ličinke 2 dni gojimo na teh rastlinah (do 2. stopnje).
[image: image8.emf]
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Second-instar CPB larvae (the preliminary data showed that second instars are more sensitive than the other instars) were starved for 6 h before the initiation of feeding assay. 50 ug of in vitro synthesized dsRNA (diluted in 200 ul double-distilled water for easy delivery) was spread on potato leaves (with the same weight). All assays were carried out for 12 days. The beetles were treated on six consecutive days. Each day, beetles from one petri dish were gently transferred with soft forceps to a new petri dish containing fresh potato leaves treated with dsRNA. After the sixth day, beetles were fed with an equal weight of fresh leaves without dsRNA. For in vitro dsRNA experiments, controls were fed with the dsRNA prepared using bacterial malE gene as a template.
(Zhu 2010 Ingested RNA interference for managing the populations of the Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata)
ČASOVNI PLAN:

- namnožiti rastline z zamikom 3 tedne glede na prejšnjo rundo!
- 14 dni za izol. RNA, RT, qPCR + obdelava podatkov

SAMO V PRIMERU, DA SE POKAŽEJO ZANIMIVI EFEKTI UTIŠANJA JHBP-like, bi nadaljevali s poskusoma 2 in 3:
2. Izražanje JHBP-like v različnih stopnjah: ličinke, buba, odrasli hrošč

Vzorčenje (pooliranje prebavil iz 3 hroščev): 

· larve 3., 4. stopnje, ko se hranijo – 4+4 vz (24 larv)
· larve 3., 4. stopnje, takoj po levitvi (ko še ne jedo) – 4+4 vz (24 larv)

· larve 3. in 4. stopnje stradane 24 h – 4+4 vz (24 larv)
· pupa svetla/temna – 4+4 vz (24 CPB)
· odrasli hrošči, ko se še ne hranijo (rumeni) – 4 vz (12 CPB)
· odrasli hrošči, ko se hranijo 1 dan – 4 vz (12 CPB)
SKUPAJ: 40 vzorcev; 120 larv (računamo 300 larv, da bo lažje dobit tiste takoj po levitvi)

(Računal sem 4 vz/skupino, bo pa mogoče praktično izvedljivo v določenih skupinah samo 3 vz.)
Rastline za hranjenje: 

Desiree wt; gojenje v inkubatorju na 25 C, rastline INDUCIRANE tako da na njih gojimo ličinke (ali MeJA?)
· do bube rabimo za 300 larv cca 100 rastlin 1 rastlina/3 larve)

· 14 dni za tem še za 24 odraslih hroščev cca. 10 rastlin

VEDNO VZORČIT OB ISTEM ČASU DNEVA (9-11 h)

ANALIZE qPCR: 18S, JHBP-like
ČASOVNI PLAN:

(- za larve 4. stopnje, ko se hranijo bi imeli vzorce že iz prejšnjega poskusa)

- v tem poskusu bi morali kolonijo vzdrževati dalj časa in bi rabili večjo količino krompirjevih rastlin

3. Vpliv JH na izražanje genov

Eksperiment

Pogledat izražanje pred in po tretmanju z metoprenom (kontrola samo aceton brez metoprena). Izključit treba vpliv dnevnega ritma, hkrati pa ne bi smelo priti do levitve ipd. razvojnih sprememb. 

Hranjenje bi bilo v petrijevkah z induciranimi rastlinami. Pri 4. stopnji ličink, ko je masa ličink 100-120 mg, bi izvedli vzorčenje čreves pred tretmajem (t0), po 1 h (br gen!) in po 24 h; pri 1h in 24h še netretirane kontrole. Vzorčili bi 12 ličink na skupino (4 vz s po 3 sr. črevesi na skupino), zato rabimo min. 60 larv (12 za t0, 24 za t1, 24 za t24) -> 20 vzorcev 

Testiral bi tudi skupino ličink z utišanim JHBP (2-3 dni predhodnega hranjenja z JHBP dsRNA) – tu bi imeli za vsako časovno točko tretmaja z metoprenom 12 larv -> skupaj 36 larv oz. 12 vzorcev
Vseh larv: 60+36 =96; vseh vzorcev: 20+12=32

RASTLINE: Desiree wt – 32 (3 cpb/rastlino)
ANALIZE:

qPCR: 18S, JHPB-like, GH48-2, intD; v primeru obetavnih rezultatov naknadno še GH48-1, def, intC; 

zanimivo bi bilo, če bi imeli še CPB Kruppel-homolog 1 (Kr-h1) in broad (br)
Kr-h1 "podobni" CPB kloni: EB758047, EB758423 (ni dovolj podobnosti, da bi se splačalo delat amplikon)

br  CPB klon: EB755379 (97% identičnost; E=2e-54; 5'-konec transkripta)
>gi|99006616|gb|EB755379.1|EB755379 581998 MN12 Leptinotarsa decemlineata cDNA clone 315924, mRNA sequence

GCACCAGG
CATAGTTCGCGAAGTGTCTCTCTCACAACACACGACTACTGTTTGAGAGTTTGTATTTGGCGGGTTTTTGGAGTGCCTTCGAAACATCTGTGTGCACCGCGCGACTTCTCGCAAAAATGTTGATGGAATAAAAAATGGACCCATCGAAAAAAACCAAAACATTTCAATGACTAATAATATTATTCTCAGGTGAATATTTTTTACGATGGTAGATACACAACATTTTTGCCTGCGTTGGAACAATTATCAGAGCAGCATTACCTCAGCCTTCGAAAACCTCCGTGANGATGAGGACTTCGTAGATGTAACTTTAGCATGTGATGGAAAAAGCCTGAAAGCACATCGAGTAGTGTTGTCTGCTTGTAGTCCCTATTTCCGAGAGTTACTGAAGAGTACTCCTTGCAAACAT
CCTGTGATAGTCCTTCAAGATGTCGCCTGGACGGACCTGCAC
CLUSTAL 2.0.10 multiple sequence alignment

EB758995        GACGGTGGGTGCATAGTTCGCGAAGTGTCTCTCTCACAACACACGACTACTGTTTGAGAG

EB758621        ------GGGTGCATAGTTCGCGAAGTGTCTCTCTCACAACACACGACTACTGTTTGAGAG

EB755379        -GCACCAGG--CATAGTTCGCGAAGTGTCTCTCTCACAACACACGACTACTGTTTGAGAG

                       **  *************************************************

EB758995        TTTGTATTTGGCGGGTTTTTGGAGTGCCTTCGAAACATCTGTGTGCACCGCGCGACTTCT

EB758621        TTTGTATTTGGCGGGTTTTTGGAGTGCCTTCGAAACATCTGTGTGCACCGCGCGACTTCT

EB755379        TTTGTATTTGGCGGGTTTTTGGAGTGCCTTCGAAACATCTGTGTGCACCGCGCGACTTCT

                ************************************************************

EB758995        CGCAAAAATGTTGATGGAATAAAAAATGGACCCATCGAAAAAAACCAAAACATTTCAATG

EB758621        CGCAAAAATGTTGATGGAATAAAAAATGGACCCATCGAAAAAAACCAAAACATTTCAATG

EB755379        CGCAAAAATGTTGATGGAATAAAAAATGGACCCATCGAAAAAAACCAAAACATTTCAATG

                ************************************************************

EB758995        ACTAATAATATTATTCTCAGGTGAATATTTTTTACGATGGTAGATACACAACATTTTTGC

EB758621        ACTAATAATATTATTCTCAGGTGAATATTTTTTACGATGGTAGATACACAACATTTTTGC

EB755379        ACTAATAATATTATTCTCAGGTGAATATTTTTTACGATGGTAGATACACAACATTTTTGC

                ************************************************************

EB758995        CTGCGTTGGAACAATTATCAGAGCAGCATTACCTCAGCCTTCGAAAACCTCCGTGACGAT

EB758621        CTGCGTTGGAACAATTATCAGAGCAGCATTACCTCAGCCTTCGAAAACCTCCGTGACGAT

EB755379        CTGCGTTGGAACAATTATCAGAGCAGCATTACCTCAGCCTTCGAAAACCTCCGTGATGAT

                ******************************************************** ***

EB758995        GAGGACTTCGTAGATGTAACTTTAGCATGTGATGGAAAAAGCCTGAAAGCACATCGAGTA

EB758621        GAGGACTTCGTAGATGTAACTTTAGCATGTGATGGAAAAAGCCTGAAAGCACATCGAGTA

EB755379        GAGGACTTCGTAGATGTAACTTTAGCATGTGATGGAAAAAGCCTGAAAGCACATCGAGTA

                ************************************************************

EB758995        GTGTTGTCTGCTTGTAGTCCCTATTTCCGAGAGTTACTGAAGAGTACTCCTTGCAAACAT

EB758621        GTGTTGTCTGCTTGTAGTCCCTATTTCCGAGAGTTACTGAAGAGTACTC-----------

EB755379        GTGTTGTCTGCTTGTAGTCCCTATTTCCGAGAGTTACTGAAGAGTACTCCTTGCAAACAT

                *************************************************           

EB758995        ------------------------------------------

EB758621        ------------------------------------------

EB755379        CCTGTGATAGTCCTTCAAGATGTCGCCTGGACGGACCTGCAC
Koncentracije metoprena

CPB: For the JH III treatment, 2μl of a 5μg/μl solution of JH III in acetone was applied to the prothoracic sternum between the coxae.
To je za odrasle hrošče – larve bi lahko podobno tretirali ali pa bi namočili liste (z metoprenom tretirajo semena).
Athanassiou et al., 2010:
The methoprene formulation used was an EC containing 336 g L−1 (S)-methoprene, Diacon II (Wellmark International, Schaumburg, IL)
Primers ordered:
[image: image11.emf]Ime ZaporedjeSintezna količinaČiščenje

Ld_actin_RNAi_FTAATACGACTCACTATAGGGGCACGAGGTTTTTCTGTCTAGTG25 nmoleSTD

Ld_actin_RNAi_RGGAAAAAAAATGTCATCCCAGTTGGTGATG25 nmoleSTD

Ld_actin_qPCR_FGCCATCCAAGCTGTACTCTCCTTG25 nmoleSTD

Ld_actin_qPCR_RTGGGGAAGAGCGTAACCTTCGTAG25 nmoleSTD

JHBP_RNAi_FTAATACGACTCACTATAGGGCCGGGGAGTTTTCTTTTGA25 nmoleSTD

JHBP_RNAi_RGGAAAAAAAAGACCGGTGAAGTCGAAATG25 nmoleSTD


TAATACGACTCACTATAGGGGCACGAAGGTTTTTCTGTCTAGTG (Tm=65)

GGAAAAAAAATGTCATCCCATTGGTGATG (Tm=64)

For sequencing PCR templates:

>T7_prom(AnnaC)

GTAATACGACTCACTATAGGGC
>T7_prom(MPE)
tcccgcgaaattaatacgactcac
GATC standard primers:

>T7

TAATACGACTCACTATAGGG

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

De novo assembly from reads mapped to JHBP clones

>SOLiD_consensus                 "komplementarno čebeli!"
GACGTCGGGGGAGTGTTCTCTTCAAGAAGAAATTACTACAAGAAGAAAATGGTAGCATTCAAACTTCTCACTTTTGTTGCGCTGGTATATACCGCAAATGCTGCTACAGATAGAGAGCTTGCTATCCAACTGGCAGCATGTTTGAAAGAAGTAATTATAACTGGACTTCCATCTGTTCGAATTCCTTCTCATGACCCCCTTGTTTTTAATCACAACCTATCTTGGCATGGAGACATTGGCTTTGCCAGTGGTACATTGAACGTCACCAACATGGAATGGTATGGAATTCCCCACTGGAGTCTGGATGTTCAACAATTCAGTAAAGACAGTGACTCAAATGCAGTCCTCCAATACACACTCTGGTGGCCAAAATTCGAGTTTCTTTCAGAGTACAGTCTTGAAACAAATGTGGCGTTGATTCCTGGAAAGGTTGCCGGATATTTGAATGTCACCTTAGCCAGCACCTCATGGACTGGTGAAGTCAACTTCACCAAACCAGGTTTCGATCTAACAGAAGGTATTGAAGAACTTACTTTGAGCTGGAATGCTGACAAAGTGCATTTCGACTTCACCGGTCTTGGAATTTTTAATGGTGCAATTTCTAATACAATAAGTGGACTCGTTAAAGCATACATCGACAGTGGAGCCATGGGAAATGTTCTTGGGGACCTATTGAAGACAAGATTGAACACTGTCTGGTTCCAACATAACGAAAGGATCGATAAGATTTTGGAATATTGTAGGAACAACTGAGATGTTATTTGAAAATGTA
>153_all_seq


    komplementarno čebeli!
CATGGCCATTATGGCCGGGGAGTTTTCTTTTGAAGAAGAAATCACTAGAAGTTGAAAATGGTACTATTGAAACTTCTCACTTTTGTTGCGCTGGTATATACCGCAAATGCTGCTACAGATAGAGAGCTTGCTATCAAACTGGCAGCATGTTTGAAAAAAGTAATTATAACTGGACTTCCATCTGTTCACATTCCTCCTCATGACCCTCTTGTTTTCAACCACAACCTATCTTGGCATGGAGACATTGGCATTGCCAGTGGTACATTGAACATCACCAACATGAAATGGTATGGAATTCCCCACTGGAGTCTGGATGTTCAACAATTCAGTAAAGACAGTGACTCAAATGCAATCCTCAAATACACACTCTGGTGGCCAAAATTCGAGTTTCTTTCAGAGTACAGTCTTGAAACAAATGTGGCGTTGATTCCTGGAAAGGTTGCCGGATATTTGAATGTCACCTTAGCCAGCACCTCATGGACTGGTGAAGTCAACTTCACCAAACCAGGTTTCGATCTAACAGAAGGTATTGAAGAACTTACTTTGAGCTGGAATGCTGACAAAGTGCATTTCGACTTCACCGGTCTTGGAATTTTTAATGGTGCAATTTCTAATACAATAAGTGGACTCGTTAAAGCATACATCGACAGTGGAGCCATGGGAAATGTTCTTGGGGACCTATTGAAGACAAGATTGAACACTGTCTGGTTCCAACATAACGAAAGGATCGATAAGATTTTGGAATATTGTAGGAACAACTGAGATGTTATTTGAAAATGTAAATTTCAGTTAATGAATAATGAATAAACTTTATTTCACTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

qPCR amplikon
stari primerji
novi primerji
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

SOLiD_consensus      ---------GACGTCGGGGGAGTGTTCTCTTCAAGAAGAAATTACTACAAGAAGAAAATG

153_all_seq          CATGGCCATTATGGCCGGGGAGTTTTCTTTTGAAGAAGAAATCACTAGAAGTTGAAAATG

                               * * * ******* **** ** ********** **** ***  *******

SOLiD_consensus      GTAGCATTCAAACTTCTCACTTTTGTTGCGCTGGTATATACCGCAAATGCTGCTACAGAT

153_all_seq          GTACTATTGAAACTTCTCACTTTTGTTGCGCTGGTATATACCGCAAATGCTGCTACAGAT

                     ***  *** ***************************************************

SOLiD_consensus      AGAGAGCTTGCTATCCAACTGGCAGCATGTTTGAAAGAAGTAATTATAACTGGACTTCCA

153_all_seq          AGAGAGCTTGCTATCAAACTGGCAGCATGTTTGAAAAAAGTAATTATAACTGGACTTCCA

                     *************** ******************** ***********************

SOLiD_consensus      TCTGTTCGAATTCCTTCTCATGACCCCCTTGTTTTTAATCACAACCTATCTTGGCATGGA

153_all_seq          TCTGTTCACATTCCTCCTCATGACCCTCTTGTTTTCAACCACAACCTATCTTGGCATGGA

                     *******  ****** ********** ******** ** *********************

SOLiD_consensus      GACATTGGCTTTGCCAGTGGTACATTGAACGTCACCAACATGGAATGGTATGGAATTCCC

153_all_seq          GACATTGGCATTGCCAGTGGTACATTGAACATCACCAACATGAAATGGTATGGAATTCCC

                     ********* ******************** *********** *****************

SOLiD_consensus      CACTGGAGTCTGGATGTTCAACAATTCAGTAAAGACAGTGACTCAAATGCAGTCCTCCAA

153_all_seq          CACTGGAGTCTGGATGTTCAACAATTCAGTAAAGACAGTGACTCAAATGCAATCCTCAAA

                     *************************************************** ***** **

SOLiD_consensus      TACACACTCTGGTGGCCAAAATTCGAGTTTCTTTCAGAGTACAGTCTTGAAACAAATGTG

153_all_seq          TACACACTCTGGTGGCCAAAATTCGAGTTTCTTTCAGAGTACAGTCTTGAAACAAATGTG

                     ************************************************************

SOLiD_consensus      GCGTTGATTCCTGGAAAGGTTGCCGGATATTTGAATGTCACCTTAGCCAGCACCTCATGG

153_all_seq          GCGTTGATTCCTGGAAAGGTTGCCGGATATTTGAATGTCACCTTAGCCAGCACCTCATGG

                     ************************************************************

SOLiD_consensus      ACTGGTGAAGTCAACTTCACCAAACCAGGTTTCGATCTAACAGAAGGTATTGAAGAACTT

153_all_seq          ACTGGTGAAGTCAACTTCACCAAACCAGGTTTCGATCTAACAGAAGGTATTGAAGAACTT

                     ************************************************************

SOLiD_consensus      ACTTTGAGCTGGAATGCTGACAAAGTGCATTTCGACTTCACCGGTCTTGGAATTTTTAAT

153_all_seq          ACTTTGAGCTGGAATGCTGACAAAGTGCATTTCGACTTCACCGGTCTTGGAATTTTTAAT

                     ************************************************************

SOLiD_consensus      GGTGCAATTTCTAATACAATAAGTGGACTCGTTAAAGCATACATCGACAGTGGAGCCATG

153_all_seq          GGTGCAATTTCTAATACAATAAGTGGACTCGTTAAAGCATACATCGACAGTGGAGCCATG

                     ************************************************************

SOLiD_consensus      GGAAATGTTCTTGGGGACCTATTGAAGACAAGATTGAACACTGTCTGGTTCCAACATAAC

153_all_seq          GGAAATGTTCTTGGGGACCTATTGAAGACAAGATTGAACACTGTCTGGTTCCAACATAAC

                     ************************************************************

SOLiD_consensus      GAAAGGATCGATAAGATTTTGGAATATTGTAGGAACAACTGAGATGTTATTTGAAAATGT

153_all_seq          GAAAGGATCGATAAGATTTTGGAATATTGTAGGAACAACTGAGATGTTATTTGAAAATGT

                     ************************************************************

SOLiD_consensus      A-----------------------------------------------------------

153_all_seq          AAATTTCAGTTAATGAATAATGAATAAACTTTATTTCACTGCAAAAAAAAAAAAAAAAAA

                     *             

Primerji izbrani s CLC Bio:
JHBP_RNAi_F_new: TTCTCACTTTTGTTGCGCT

JHBP_RNAi_R_new: GACCGGTGAAGTCGAAAT
MELTING TEMP 57 C

>AMPLIKON_513bp
TTCTCACTTTTGTTGCGCTGGTATATACCGCAAATGCTGCTACAGATAGAGAGCTTGCTATCCAACTGGCAGCATGTTTGAAAGAAGTAATTATAACTGGACTTCCATCTGTTCGAATTCCTTCTCATGACCCCCTTGTTTTTAATCACAACCTATCTTGGCATGGAGACATTGGCTTTGCCAGTGGTACATTGAACGTCACCAACATGGAATGGTATGGAATTCCCCACTGGAGTCTGGATGTTCAACAATTCAGTAAAGACAGTGACTCAAATGCAGTCCTCCAATACACACTCTGGTGGCCAAAATTCGAGTTTCTTTCAGAGTACAGTCTTGAAACAAATGTGGCGTTGATTCCTGGAAAGGTTGCCGGATATTTGAATGTCACCTTAGCCAGCACCTCATGGACTGGTGAAGTCAACTTCACCAAACCAGGTTTCGATCTAACAGAAGGTATTGAAGAACTTACTTTGAGCTGGAATGCTGACAAAGTGCATTTCGACTTCACCGGTC
Kr-h1 se višje izraža tekom vsake levitve!














Met (receptor za JH)





br se specifično izraža samo pred začetkom preobrazbe v bubo!!!








JH-agonista poviša izražanje Kr-h1 za 4h –vrh po 1h 


(pomeni, da Met receptor transkripcijsko regulira Kr-h1)





Metopren deluje analogno JH pri regulaciji Kr-h1











Metopren ne vpliva sign. na količino receptorja (rahlo znižanje izražanja po 12h)


24h po tretmanju pa se poviša izražanje br, ki traja še 2 dni











Mogoče se naši JHBP-like geni izražajo samo v prebavilih in so odgovorni za signaliziranje statusa prebavil v hemolimfo (podobno se pridvideva za takeout)








