Végig sterilen kell dolgozni, lehetdleg fiilke alatt, lang mellett

TRANSZFORMALAS:

1.nap

2.nap

a kompetens sejteket jégen kell kiolvasztani

hiitétt polypropylene csovekbe 50-50 pl-t tenni, és 5-10 ul ligalasi kdzeget hozzatenni,
Ovatosan szuszpendalni

25’ jégen all (kozben: SOB-oldatot szobahdére vagy 37°C-ra melegiteni, gliikozt
hozzaadni)

2’ 42°C hésokk, (vizfiirdében!)
2 jégre visszatenni
950 ul elémelegitett SOC-ot hozzaadni

37°C, 1h 180-200 rpm-n razatni (LB-tdptalajokat szobahdre tenni) regenerdalds, egy
oranal nem tovabb!!

50-100 pl-t széleszteni szobahdmérsékletii LB taptalajra

50 pl-t kimérek a taptalajra, alkoholba martom a szélesztOkacsot, majd lang mellett
leszaritom rola. Varok egy kicsit, amig lehtil ¢és hatdrozott mozdulatokkal
szétszélesztem a bacikat.

A kompetens sejteket ellendrizni kell. 50 ul kompetens sejtet antibiotikum mentes LB
agarra szélesztek (ha életképesek masnapra szényeggé ndnek) masik 50 pl-t
antibiotikumos taptalajra mérek. Ha nem volt benne plazmid, és j6 az antibiotikum
akkor oda nem n6 egy telep sem.

O/N (14-16h) 37°C, termosztat. Fejjel lefelé.
Tovabb nem érdemes bent tartani, mert tal nagy telepek lesznek, amiket késébb nehéz
levenni. Masrészt egy 1d6 utan lebomlik az antibiotikum és egyéb baktériumok is

feln6hetnek. Ha a sejtekre csak késobb lesz sziikség, korbe kell parafilmezni, f6liazni,
és hiitébe tenni. Igy akar egy hétig is kibirjak.

reggel a plateket a termosztatbol kivenni, és korbe-parafimezni
estig 4°C

LB medimot 37°C-ra melegiteni

bemérem az antibiotikumot

10 -10 ml LB-t hosszt, hélégezett kémcsdbe mérni



- 10 pl-es pipettaval a felnétt telepekbdl 1-1-et leoltani. Ha szélesztébotot hasznalok
akkor azt eldtte langba kell tartani, majd megvarni mig kihiil.

- OJN 37°C, 190-220 rpm



