Geny modifikavimo su CRISPR/Cas9 protokolas

Kulturos ir maisto medziagos:

KIX KIX/ARA

4 x KIX/SPT

1. Geny apdorojimas su CRISPR/Cas9
1.1 Pipete jpilkite 250 pl ledo Saltumo transformaci-
jos tirpalo (TS) j kiekvieng i$ 4 pazyméty mégin-
tuvéliy A — D. Padeékite 4 mégintuvélius atgal
ant ledo.

1.2 Inokuliacijos kilpa i§ KIX pradinés plokstelés
paimkite 5 E. coli kolonijas. Sukiokite kilpg
mégintuvélyje A, kol visos bakterijos pasiskirstys
transformacijos tirpale. Ant kilpos neturéty likti
bakterijy. Pakartokite Zingsnj su mégintuvéliu B
su nauja kilpa. Padékite abu mégintuvélius atgal
ant ledo.
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1.3 Inokuliacijos kilpa i§ KIX/Ara-starterio plokstelés
paimkite 5 E. coli kolonijas.Sukiokite kilpg
mégintuveélyje C, kol visos bakterijos pasiskir-
stys transformacijos tirpale. Ant kilpos neturéty
likti bakterijy. Pakartokite veiksmg su nauja
kilpa D mégintuvelyje. Padékite abu mégin-
tuvélius atgal ant ledo.

1.4 | mégintuvélius A ir C pipete jpilkite 10 pL
pLZDonor Plazmidés (pD) ir maiSykite pipete

braukdami aukstyn ir Zzemyn. Nedelsdami
padékite abu vamzdelius atgal ant ledo.
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1.5 | mégintuvélius B ir D pipete jpilkite 10 yL
pLZDonor Guide Plasmid (pDG) ir maiSykite

pipete aukstyn ir Zemyn. Padékite abu vamzde-
lius atgal ant ledo.

1.6 Inkubuokite mégintuvélius A — D 10 minuciy ant
ledo.

1.7 Sukreskite karsciu ledo Saltumo mégintuvélius A
- D ant plaukiko lygiai 50 sekundziy, 60 °C karsto
vandens voneléje.

2 min

Heat shock
60°C for exactly 50 sec
1.8 Nedelsdami grazinkite 4 mégintuvélius ant ledo 2
minutéms.

1.9 Pipetej 4 mégintuvélius A-D jpilkite 250 pL LB
maistiniy medziagy sultinio ir iSmaiSykite.
Inkubuokite 4 mégintuvélius 20 minuciy kamba-
rio temperatdroje.
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1.10 Netoli krasty pazymékite 4 KIX/SPT atrankos
ploksteliy dugnus simboliais A — D ir savo
grupés numeriu.

Slelele

1.11 Pakartotinai suspenduokite bakterijas megin-
tuvélyje A, nukirpdami.

1.12 ] |ékstele A pipete jpilkite 50 uL mégintuvélio A
ir Drigalskio mentele tolygiai paskleiskite skyst;.
Proceso metu plokste keletg karty pasukite.

1.13 Pakartokite zingsnius 1.11 ir 1.12 su mégin-
tuvéliais B, C ir D bei lekstelémis B, C
ir D.

1.14 Inkubuokite IéksSteles apverstas 24 valandas 37
°C temperatdroje.

Eksperimento jvertinimas

1. Patikrinkite, ar IékStése atsirado spalva.

2. Paaiskinkite mélyng ir baltg kolonijy spalvg
skirtingose lékstelése.



