Dokaz genetickej modifikacie CRISPR/Cas9 in vivo PCR testom
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. DNA extrakcia z baktérii

Oznacte 3 skumavky so Srubovacim
uzaverom pismenami S (pre pocia-

to¢nu Petriho misku), C, D a Cislom

vasej skupiny.

Homogenizujte InstaGene-Matrix
jemnym klepanim a napipetujte po
250 ul do kazdej z troch oznacenych
skumaviek.

| Dajte pozor, vsetky 3 skitkmavky
(‘{f@ by mali obsahovat podobné mnozstvo
L 4

InstaGene-perls.
Inokulaénou kfu¢kou naberte modru koléniu z
KIX/ARA-pociato€nej Petrino misky.
Potocte inokulacnou kluckou v skumavke
S a mieSajte 10 sekund klepanim.

Naberte sterilnou inokulaénou klu¢kou modru
koléniu z Petriho misky C.

Potocte inokulaénou kfu¢kou v Srubovacej
skumavke C a mieSajte 10 sekund klepanim.

Zoberte sterilnou klu€kou bielu koldniu z
Petriho misky D.

Potocte inokulaénou kfu¢kou v Srubovacej
skumavke D a mieSajte 10 sekund klepanim.

Inkubujte vSetky 3 Srubovacie skumavky 15
minut pri 56 °C.

Nechajte skimavky 2 minaty vychladnat

a mieSajte 10 sekund klepanim.

Inkubujte vetky 3 Srubovacie skimavky 8
minut pri 95 °C.

Nechajte skumavky 2 minaty vychladnat
a mieSajte 10 sekund klepanin.

Centrifugujte 3 skumavky 2 minuty na 12000
otackach za minutu.

Priprava PCR vzoriek

Oznacte 5 PCR skumaviek: S, C, D, (+), (-).

Do kazdej skumavky napipetujte 10 pl Master
Mix obsahujuci Cerstvo pridany primer (MMP).

Napipetujte 10 pl supernatantu zo Srubovacich
skumaviek S, C, D do koreSpondujucich PCR-
skumaviek.

Napipetujte 10 pl pozitivnej kontroly DNA do
(+)PCR skumavky.

Napipetujte 10 yl H.O pre negativnu kontrolu
do (-)PCR skumavky.

ZmieSajte 5 PCR-skumaviek pipetovanim tam
a spat’ a umiestnite ich do fadu az do zaciatku
PCR.

4.

Postup PCR

4.1 Umiestnite 5 PCR-skumaviek do

termocykléra.

) Dajte pozor, aby kazda skumavka bola
’ ,@% spravne Uzavreta!

[V

4.2 Spustite PCR s nasledujucim tepelno-

Casovych programov:
Step Temp., °C Time Cycles
Initial denature 94 5 min 1x
Denature 94 30sec  35x
Anneal 62 30 sec
Extend 74 1 min
Final extension 74 5 min 1x
Hold 12 - 1x
Po prevedeni PCR udrZuijte teplotu
termocykléra na 12°C pokial nezanete
realizovat gélovu elektroforézu.

5. Gélova elektroforéza

5.1 Pripravte 1% agarézovy gél v celkovom
objeme 35ml| TAE-buffer (1x).

5.2 Po vychladnuti agar6zového roztoku na
45°C (test na chrbte ruky) pridajte 3 pl
GelRed. ZmieSajte trasenim a nalejte
agarozovy roztok do elektroforéznej kazety.

5.3 Po stuhnuti gélu naplite elektroforéznu
kyvetu 280 ml TAE-Puffer (1x) s naslednym
vybratim hrebena z gélu.

5.4 Do v3etkych 5 PCR vzoriek pridajte 5 pl
timivého roztoku a premieSajte pipetovanim
tam a spat.

5.5 Napipetujte do jamiek v géli po10 ul podla
nasledujucej tabulky:

jamka | vzorka

1 PCR vzorka S

2 PCR vzorka C

3 PCR vzorka D

4 Pozitivna kontrola (+)
5 Negativna kontrola (-)
6 Marker (MWR)

5.6 Preved’te gélovu elektroforézu pri 130 V
(trvanie priblizne 15 minut).

Uloha:

Vyhodnotte vysledok elektroforézy v géli a
odhadnite vel'kost’ lacZ génu.



