Example for guide sequences (oligos) for Marchantia CRISPR cloning:
	AK54
	MpERF7_gRNA1_AK-F
	CTCGTGGCCGCCATCTCGGGGGTG
	Marchantia CRISPR cloning via Gateway system (Sugano2018)

	AK55
	MpERF7_gRNA1_AK-R
	AAACCACCCCCGAGATGGCGGCCA
	


 
Cloning for CRISPR/Cas9 system in Marchantia (according to Sugano et al., 2018 [PLOS One]):
Phosphorylate and anneal oligos:
· 1 µL oligo 1 (100 µM stock)
· 1 µL oligo 2 (100 µM stock)
· 1 µL 10x T4 ligation buffer (ATP needs to be inside ; e.g. from NEB)
· 6.5 µL dH2O
· 0.5 µL T4 polynucleotide kinase
· Anneal in a thermocycler using the following parameters:
· 30 min at 37 °C
· 5 min at 95 °C
· Ramp down to 25 °C by 5 °C/min

Digestion of pMpGE_En03 with BsaI
· 1 µg of DNA
· 5 µL of 10x CutSmart buffer
· 1 µL of BsaI restriction enzyme (NEB)
· Up to 50 µL of dH2O
· Incubate for 3 h at 37 °C; purify linearized vector with PCR clean-up kit according to the manufacturer's instructions, but elute in 15-20 µL dH2O

Ligation of linearized pMpGE_En03 vector and annealed oligos:
· 1 µL of annealed and phosphorylated oligo duplex (1:200 diluted)
· 2 µL 10x ligation buffer (containing ATP; e.g. T4 ligase buffer)
· 50 ng of linearized, cleaned-up vector
· Up to 20 µL subtotal volume with dH2O
· Add 1 µL T4 ligase
· Incubate for 1-2 h at RT; then ON in the fridge
· Afterwards, transform into competent bacterial cells (kanamycin selection)

->Test colonies via colony-PCR for positive transformants
->Use oligo-F primer and M13-R primer for colony PCR
->Positive transformants should have a band at around 250 bp (use those for ON cultures)

LR reaction (only half of the volume as suggested by the manufacturer):
· 75 ng of pMpGE_En03_oligos
· 150 ng pMpGE010 or pMpGE011 (ratio should be adjusted if encountering issues)
· Min. 2 µL TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA)
· Up to 4 µL with dH2O
· Add 0.5 µL LR clonase
· Flip against the vial twice, spin down, and then incubate at least RT for 1 h before transformation (rather 2-4 h or overnight) into competent bacterial cells (spectinomycin selection)

· ->Test colonies via colony-PCR for positive transformants (with self-made competent cells, you will get smaller and bigger colonies; go for the big ones)
· ->Use oligo-F primer and M13-R primer for colony PCR
· ->Positive transformants should have a band at around 500 bp (with self-made competent cells, the efficiency can be very low; then, you will likely have colonies with only a band for the previous plasmid [250 bp], a combination of both [250 and 500 bp], or as desired [use those for ON cultures])

Quick genomic extraction kit:
Extraction solution E7526-24 mL (Extract-N-Amp Direct PCR Extraction Solution (sigmaaldrich.com))
Dilution solution D5688-12mL (Dilution Solution, Plant Direct PCR Sigma-Aldrich (sigmaaldrich.com))
· Add 15-30 µL of extraction buffer into a PCR vial
· Insert a small piece of plant tissue (work sterile between all samples to not contaminating the gDNA; plant tissue should be fully covered with liquid)
· Incubate for 10 min at 90 °C in a thermocycler
· Add 15-30 µL of dilution buffer (1:1 ratio to extraction buffer volume), mix by pipetting, and the gDNA is ready to use (store in the fridge or -20 °C freezer)
· Use 4 µL of the mixture for a 50 µL PCR reaction volume






## Marchantia CRISPR 克隆的引导序列（寡核苷酸）示例：

| 编号 | 名称 | 序列 | 用途 |
|------|------|------|------|
| AK54 | MpERF7_gRNA1_AK-F | CTCGTGGCCGCCATCTCGGGGGTG | 通过Gateway系统进行Marchantia CRISPR克隆 (Sugano2018) |
| AK55 | MpERF7_gRNA1_AK-R | AAACCACCCCCGAGATGGCGGCCA | |

---

## Marchantia 中 CRISPR/Cas9 系统的克隆（根据 Sugano 等人，2018 [PLOS One]）

### 第一步：寡核苷酸的磷酸化和退火

**试剂：**
- 1 µL 寡核苷酸 1（100 µM 储存液）
- 1 µL 寡核苷酸 2（100 µM 储存液）
- 1 µL 10x T4 连接缓冲液（必须含有ATP；例如 NEB 产品）
- 6. 5 µL 去离子水 (dH2O)
- 0.5 µL T4 多核苷酸激酶

**退火程序（在 PCR 仪中进行）：**
- 37 °C 孵育 30 分钟
- 95 °C 变性 5 分钟
- 以 5 °C/分钟 的速率降温至 25 °C

**🎯 目的：**
> T4 多核苷酸激酶在寡核苷酸的 5' 端添加磷酸基团，这是连接反应所必需的。退火过程使两条互补的单链寡核苷酸形成稳定的双链结构，产生带有粘性末端的双链DNA片段，以便后续插入载体。

---

### 第二步：用 BsaI 酶切 pMpGE_En03 载体

**试剂：**
- 1 µg DNA
- 5 µL 10x CutSmart 缓冲液
- 1 µL BsaI 限制性内切酶（NEB）
- 用 dH2O 补足至 50 µL

**操作：**
- 37 °C 孵育 3 小时
- 使用 PCR 纯化试剂盒按照制造商说明纯化线性化载体，但用 15-20 µL dH2O 洗脱

**🎯 目的：**
> BsaI 是一种 IIS 型限制性内切酶，能在识别位点外进行切割，产生特定的粘性末端。酶切 pMpGE_En03 载体后形成线性化质粒，其末端与退火后的寡核苷酸双链的粘性末端互补，为后续定向克隆做准备。

---

### 第三步：线性化 pMpGE_En03 载体与退火寡核苷酸的连接

**试剂：**
- 1 µL 退火并磷酸化的寡核苷酸双链（**1:200 稀释**）
- 2 µL 10x 连接缓冲液（含 ATP；例如 T4 连接酶缓冲液）
- 50 ng 线性化、纯化后的载体
- 用 dH2O 补足至 20 µL 总体积
- 加入 1 µL T4 连接酶

**操作：**
- 室温孵育 1-2 小时，然后放入冰箱过夜
- 随后转化入感受态细菌细胞（**卡那霉素筛选**）

**🎯 目的：**
> T4 连接酶催化磷酸二酯键的形成，将寡核苷酸双链（含有 gRNA 靶向序列）插入到线性化的 pMpGE_En03 载体中。稀释寡核苷酸可以避免多拷贝插入。卡那霉素抗性基因用于筛选成功转化的细菌。

---

### 第四步：菌落 PCR 验证（第一轮）

**方法：**
- 使用 **oligo-F 引物** 和 **M13-R 引物** 进行菌落 PCR
- 阳性转化子应有约 **250 bp** 的条带
- 选择阳性克隆进行过夜培养

**🎯 目的：**
> 通过 PCR 快速筛选确认寡核苷酸是否正确插入载体。250 bp 的扩增产物表明 gRNA 序列已成功克隆到 pMpGE_En03 入门载体中。

---

### 第五步：LR 反应（使用制造商建议体积的一半）

**试剂：**
- 75 ng pMpGE_En03_oligos（含有 gRNA 的入门载体）
- 150 ng pMpGE010 或 pMpGE011（如遇问题可调整比例）
- 至少 2 µL TE 缓冲液 pH 8.0（10 mM Tris-HCl, pH 8.0; 1 mM EDTA）
- 用 dH2O 补足至 4 µL
- 加入 0.5 µL LR Clonase

**操作：**
- 轻弹管壁两次混匀，离心后室温孵育至少 1 小时（最好 2-4 小时或过夜）
- 转化入感受态细菌细胞（**壮观霉素筛选**）

**🎯 目的：**
> LR 反应是 Gateway 克隆系统的核心步骤。LR Clonase 催化入门载体（pMpGE_En03_oligos）与目的载体（pMpGE010/011）之间的位点特异性重组，将 gRNA 表达盒转移到最终的植物表达载体中。pMpGE010 或 pMpGE011 含有用于 Marchantia 转化的 T-DNA 区域。

---

### 第六步：菌落 PCR 验证（第二轮）

**方法：**
- 使用 **oligo-F 引物** 和 **M13-R 引物** 进行菌落 PCR
- 阳性转化子应有约 **500 bp** 的条带

**注意事项（使用自制感受态细胞时）：**
- 会出现大小不一的菌落 → 选择大菌落
- 效率可能很低，可能出现以下情况：
  - 仅有前一个质粒的条带（250 bp）
  - 两种条带都有（250 和 500 bp）
  - 仅有目标条带（500 bp）→ **选择这些进行过夜培养**

**🎯 目的：**
> 验证 LR 反应是否成功，确认 gRNA 表达盒已正确重组到目的载体中。500 bp 的条带表明完整的 CRISPR 构建体已准备就绪，可用于后续的 Marchantia 植物转化。

---

## 快速基因组 DNA 提取方案

**所需试剂：**
- 提取液 E7526-24 mL（Extract-N-Amp Direct PCR Extraction Solution，Sigma-Aldrich）
- 稀释液 D5688-12mL（Dilution Solution，Sigma-Aldrich）

**操作步骤：**

1. 向 PCR 管中加入 **15-30 µL 提取缓冲液**

2. 放入一小块植物组织
   - 在样品之间无菌操作，避免交叉污染
   - 植物组织应完全被液体覆盖

3. 在 PCR 仪中 **90 °C 孵育 10 分钟**

4. 加入 **15-30 µL 稀释缓冲液**（与提取缓冲液体积 1:1）

5. 吹打混匀，gDNA 即可使用
   - 储存于冰箱或 -20 °C 冷冻保存

6. 用于 50 µL PCR 反应时，使用 **4 µL 混合物**

**🎯 目的：**
> 这是一种快速、简便的基因组 DNA 提取方法，无需复杂的纯化步骤。提取液裂解细胞并释放 DNA，高温处理灭活核酸酶；稀释液稀释抑制物并稳定 DNA，使其适合直接用于 PCR 检测 CRISPR 编辑结果。

---

## 📋 整体工作流程总结

```
┌─────────────────────────────────────────────────────────────┐
│  1. 设计并合成 gRNA 寡核苷酸对                                │
│     ↓                                                        │
│  2. 磷酸化 + 退火 → 形成双链 gRNA 插入片段                    │
│     ↓                                                        │
│  3. BsaI 酶切 pMpGE_En03 入门载体                            │
│     ↓                                                        │
│  4. 连接 → 将 gRNA 插入入门载体                              │
│     ↓                                                        │
│  5. 转化 + 菌落 PCR 筛选 (250 bp)                            │
│     ↓                                                        │
│  6. LR 反应 → 转移至植物表达载体 (pMpGE010/011)              │
│     ↓                                                        │
│  7. 转化 + 菌落 PCR 筛选 (500 bp)                            │
│     ↓                                                        │
│  8. 转化 Marchantia 植物                                     │
│     ↓                                                        │
│  9. 快速 gDNA 提取 + PCR 验证编辑结果                        │
└────────────────────────────────────────
