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Instrukcja

JO-FI™ komoérki kompetentne

Wysokowydajny szczep do kazdego rodzaju klonowania i standardowej transformacji plazmidowym DNA. Stabilna
replikacja plazmidéw wysokokopijnych.

numer katalogowy wielkos¢
1033-20 20 szt.
1033-40 40 szt.

Produkt przeznaczony wytacznie do badan naukowych.
Gwarancja

Firma A&A Biotechnology udziela gwarancji na niniejszy produkt.
Firma nie gwarantuje poprawnego dziatania produktu w przypadku:

. odstepstwa od dostarczonego wraz z produktem protokotu

. braku zalecanego w niniejszym protokole wyposazenia i materiatow

. uzycia innych odczynnikéw niz zalecane lub ktdre nie wchodza w sktad produktu
. uzycia przeterminowanych odczynnikéw oraz elementéw produktu




Zalety

. Wysoka efektywno$¢ transformacji: 5-6 x 10° cfu/ug pUC19 DNA

Opis

™

Komorki kompetentne JO-FI™ sg pochodng szczepu E. coli DH5a™. Szczep nie jest patogenny i zostat opracowany do
klonowania molekularnego (Biohazard level 1).

Specyfikacja

. Opornosc na tetracykline (15 pg/ml) i streptomycyne (25 pg/ml).
. Represor lacl? pozwala na $cista kontrole ekspresji z promotoréw trc, tac i lac zalezna od obecnosci IPTG.
° Delecja lacZAM15 pozwala na selekcje rekombinowanych klonéw w kolorze niebieskim (LA + X-Gal).

° Mutacja w rejonie genu recA1 zmniejsza czestotliwos¢ wystepowania niepozadanych rekombinacji podczas
klonowania DNA.

° Mutacja w genie endA1 obniza aktywnosc¢ endonukleazy |, powoduje nizszy poziom degradacji DNA, tym
samym zapewniajac szybszy transfer plazmidu.

° Mutacja w genie mcrA powoduje wydajng transformacje metylowanego DNA z preparatéw genomowych.

° Mutacja w genie hsdR pozwala na wydajna transformacje niemetylowanego DNA po amplifikacji PCR.

Sktad

1033-20 1033-40 przechowywanie
JO-FI™ komoérki kompetentne 20x 50l 40x 50 ul -80°C
pUC19 kontrola DNA (10 pg/l) 50 ul 50 ul 0od -80do -20°C
Pozywka SOC 20 ml 40 ml -20°C

Dobre praktyki podczas transformacji

Rozmrazanie

Komorki najlepiej rozmrazac na lodzie, a DNA dodac, gdy tylko zniknie ostatni kawatek lodu w probéwce.

Inkubacja na lodzie
Aby uzyska¢ maksymalna wydajnosc transformacji, mieszanina komérek i DNA powinna by¢ inkubowana na lodzie
przez minimum 30 min. Krétsza inkubacja zmniejsza wydajnos¢ transformacji.

Szok temperaturowy
Zaréwno temperatura, jak i czas szoku cieplnego wptywa na transfer plazmidowego DNA do komérek kompetentnych.
Nalezy zwrdcic¢ uwage aby nie przekraczac parametréw podanych w protokole.

Instrukcja - JO-FI™ komorki kompetentne



Wo2zrost hodowli

Wzrost hodowli w temperaturze 37 °C przez 60 min skutkuje najlepsza regeneracja komorek oraz ekspresja gendéw
opornosci na antybiotyki. Zmniejszenie czasu inkubacji ponizej 45 min powoduje obnizenie wydajnosci transformacji.
Dodatkowo zastosowanie pozywki SOC prowadzi do podwyzszenia wydajnosci transformacji w stosunku do uzywanej
standardowo pozywki LB.

Ptytki do transformacji

Do transformacji mozna uzywac zaréwno ptytek cieptych lub zimnych, mokrych badz suchych bez znaczacego wptywu
na wydajnos¢ transformacji. Jednak na ptytkach cieptych i podsuszonych tatwiej rozprowadzi¢ mieszanine ligacyjna
oraz szybszej zauwazy¢ formowanie kolonii bakteryjnych.
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Rozmrozié¢ komérki kompetentne na lodzie (ok. 10 min).

Dodac 1-5 pl (1 pg-100 ng) plazmidowego DNA.

Delikatnie wymieszac przez pipetowanie.

Uwaga! Nie uzywac worteksu.

Inkubowac na lodzie przez 30-60 min.

Inkubowac przez 30-60 s w temp. 42 °C.

Inkubowac na lodzie przez 5 min.

Dodac 900 ul pozywki SOC (bez antybiotyku). Pozywka powinna by¢ uprzednio ogrzana do temp. pokojowej.
Inkubowac z wytrzasaniem przez 45-60 min w temp. 37 °C.
Wirowac 2 min przy 2000-3000 RPM.

Usunac¢ 800 pl supernatantu, a reszte wymieszac przez pipetowanie.

Przenies$¢ 100 ul zawiesiny na ptytke LA z odpowiednim antybiotykiem i rozprowadzi¢ na jatowa gtaszczka po
catej powierzchni podtoza.

Ptytki inkubowac:

16 godz. w temp. 37 °C lub
24-35 godz. w temp. 30 °C lub
48 godz. w temp. 25 °C
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