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TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BUNEK DH5a TEPLOTNIM SOKEM

1. Kompetentni buriky vyndame z -80°C. Rozehiejeme bud umisténim na led nebo opatrné v ruce.
Buniky se ale nesmi zahtat pfilisS! Rovnéz s burikami, protoZe maji poskozenou bunécnou sténu,
zachdzime velmi opatrné — netfeseme s nimi, nevortexujeme, necentrifugujeme. Pokud
promichavame, tak Spi¢kou jejim opatrnym krouzenim.

2. K50 pl bunék pfiddme 2 pl ligacni smési (az 25 ng DNA na 50 pl bunék, objem DNA nesmi
presahnout 5% objemu kompetentnich bunék), jemné promichame

4. Inkubujeme 30 minut na ledu

5. Provedeme teplotni $ok (,,heat shock”) umisténim zkumavky s burikami na 90 sekund do 42 °C
6. Zkumavku rychle pfemistime na led a inkubujeme 1-2 minuty.

7. K buikdm pfiddme 800-900 pl SOC media nebo LB medium

8. Inkubujeme na tfepacce 45-60 minut v 37°C

9. Pfipravime kultiva¢ni misky s LB médiem a pfisluSnym antibiotikem a pfipadné IPTG a X-Gal:
10. 100 pl bunék rozetfeme sterilni sklenénou hokejkou na povrch media.

11. Zbytek bunék centrifugujeme, vétSinu supernatantu tj. horni faze odstranime a ve zbytku
supernatantu (cca 100pul) resuspendujeme burky. V této fazi bunky jiz maji obnovenou bunéénou
sténu, takZe nejsou nachylné k mechanickému poskozeni. Buriky naneseme na médium.

12. Inkubujeme misky s bunkami pfes noc v 37 °C. Obvykle je inkubacni doba 12-16 hodin, ne vyrazné
vice, jinak baktérie prerostou.

Pfiprava kultivaénich misek s ampicilinem a IPTG/X-Gal:

K rozehratému pevnému LB médiu, jehoZ teplota neni vyssi nez 65°C (jinak by degradovalo
antibiotikum), pfidame ze zdsobniho roztoku ampicilin do finalni koncentrace 100 pg/ml kultivacniho
média. Pokud méame 0,1g/ml zdsobni roztok ampicilinu, na jeden mililitr média pfidavame 1 pl
ampicilinu. Médium rozlijeme do misek (cca 25 ml do Petriho misky o priiméru 8cm).

V 1,5 ml sterilni zkumavce smisime 64 ul X-Gal (12,5 mg/ml) a 3,5 ul IPTG (240 mg/ml) ze zasobniho
roztoku, promichdme a naneseme na povrch pevného média a pomoci sterilni sklenéné kultivacni
hokejky rovnomérné rozetfeme po povrchu média. Sterilitu ziskdme namocenim hokejky do etanolu
a jejim kratkym vypalenim nad plamenem.
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