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Protokdét edytowania genow z CRISPR/Cas9

N KIX/ARA

Edytowanie genéw z CRISPR/Cas9
Przenies pipetg 250 pL schtodzony
transformation solution (TS) do kazdej z 4
oznaczonych probéwek A — D. W6z 4
probowki z powrotem do lodu.

Wez ezg 5 kolonii E.Coli z szalki Petriego
KIX.

Mieszaj ezg w probdwce A az wszystkie
bakterie rozprowadzg sie w trasformation
solution. Na ezie nie powinny zosta¢ zadne
bakterie. Powt6rz proces dla probowki B
uzywajgc nowej ezy. W6z obie probowki z
powrotem do lodu.
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Wez ezg 5 kolonii E.Coli z szalki Petriego
KIX/Ara. Mieszaj ezg w probowce C az
wszystkie bakterie rozprowadzg sie w
trasformation solution. Na ezie nie powinny
zostac¢ zadne bakterie. Powtérz proces dla
probowki D uzywajgc nowej ezy. W16z obie
probowki z powrotem do lodu.

Przenies pipetg do probéwek A |1 C
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wymieszaj przez pipetowanie. W6z
obie probowki z powrotem do lodu.
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Przenies pipetg do probéwek B i D

10 pL pLZDonor Guide Plazmid (pDG) |
wymieszaj przez pipetowanie.
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Natychmiast wiéz obie probowki z
powrotem do lodu.

Inkubuj probéwki A — D przez 10 minut w
lodzie

Ogrzewaj schtodzone probéwki A — D w
tazni wodnej przez dokfadnie 50 sekund w
kapieli wodnej o temperaturze 60°C, aby
spowodowac szok termiczny.
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60°C for exactly 50 sec

Natychmiast wtoz 4 probéwki z powrotem
do lodu.

Przenies pipetg do kazdej z 4 probowek
A — D 250 pL LB bulion odzywczy i
wymieszaj pstrykajac.

Inkubuj 4 probdéwki przez 20 minut w
temperaturze pokojowej.

250 pl
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Podpisz 4 KIX/SPT szalki Petriego, na
spodzie na brzegu literkamiod Ado D i
numerem grupy.

Slelele

Rozprosz bakterie w roztworze w
probowce pstrykajgc.

Umies¢ pipetg 50 pL zawartosci
probowki A na szalce A i rownomiernie
rozprowadz roztwor z uzyciem szpatutki
Drigalskiego Obracaj szalke kilka razy
podczas tego procesu.

Powtérz kroki 1.11 1 1.12 z probowkami
B, CiDiszalkamiB, CiD.

Inkubuj szalki do géry nogami przez 24
godziny w temperaturze 37 °C.

Ocena eksperymentu

1. Sprawdz, czy na szalkach wida¢ zmiane
koloru

2. Wyjasnij biaty i niebieski kolor kolonii w

rézn

ych szalkach



