Protokol genetickej modifikacie metddou CRISPR/Cas9

Kultury a ziviny:

W

1. Geneticka modifikacia CRISPR/Cas9

1.1 Napipetujte 250uL studeného
transformacného roztoku (TS) do vSetkych
4 skumaviek oznacenych A-D. Premiestnite
ich nasledne spat do ladu.

1.2 Inokulaénou klfuc¢kou naberte 5 kolénii E.
coli z KIX-pociato€nej Petriho misky.
PremieSajte baktérie v skimavke A, kym
nebudu vSetky rovhomerne rozptylené
v transformacénom roztoku. Na inokulacnej
kfuCke nesmu ostat’ Ziadne baktérie.
Zopakuijte krok pre skumavku B s novou in-
okulagnou klu€kou. Dajte obe skimavky
spat do ladu.
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1.3 Inokulaénou kfu¢kou premiesnaberte 5 ko-
[6nii E. coli z KIX/Ara-pociatocnej misky.
Rozmie8ajte baktérie v skumavke C, kym
nebudu vSetky rovhomerne rozptylené v
transformaénom roztoku. Na inokulaénej
kfu€ke nesmu ostat’ Ziadne baktérie.
Zopakujte krok pre skumavku D s novou in-
okulaénou klu¢kou. Dajte obe skimavky
spat do ladu.

1.4 Napipetujte do skimavky A a C 10 uL
pLZDonor Plazmid (pD) a premieSajte pipe-
tovanim hore a dole. Premiestnite ich hned
spat’ do ladu.
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1.5 Napipetujte do skimavky B a D 10 pL
pLZDonor Guide Plasmid (pDG) a
premieSajte pipetovanim hore a dole. Ulozte
obe skumavky spat do ladu.

1.6 Skumavky A-D inkubujte 10 minut v fade.
1.7 Skuamavky A-D umiestnite do plavaka a na

50 sekund ich zahrejte v 60°C horucom vod-
nom kupeli (tepelny Sok).

Heat shock
60°C for exactly 50 sec

1.8 Premiestnite hned 2 min
vSetky skumavky na 2
minuty do ladu.

1.9 Napipetujte do kazdej skimavky A-D 250uL
LB vyZivného roztoku a premieSajte
tukanim o stol. VSetky 4 skiumavky inkubu-
jte 20 minut pri izbovej teplote.
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1.10 V blizkosti okrajov oznacte A-D a ¢islom

vasej skupiny spodné strany KIX/SPT sel-
ekénych misiek.
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1.11 Rozptylte baktérie v skimavke A tukanim
o stol.

1.12 Napipetuijte 50 yL zo skimavky A do
misky A a rovhomerne rozotrite tekutinu
Drigalského $pachtlou. Po¢as procesu
viackrat otocte misku.

1.13 Zopakujte kroky 1.11 a 1.12 so skimav-
kami B, C a D a miskami B, C a D.

1.14 Inkubujte misky 24 hodin dnom nahor pri
37°C

Vyhodnotenie experimentu

1. Skontrolujte sfarbenie koldnii v miskach.

2. Vysvetlite modré a biele sfarbenie koldnii
v rozdielnych miskach.



