
M1D4:	  
Liga+on	  and	  transforma+on	  

9/24/15	  



Lab	  business	  

•  Lab	  treat…	  

	  
•  Visit	  from	  Vivian	  to	  discuss	  Abstracts	  
•  Follow-‐up	  on	  homework	  due	  M1D3	  
•  Homework	  due	  M1D5	  
•  M1D5	  will	  be	  long!	  



Follow-‐up	  on	  homework	  due	  M1D3	  

What	  to	  include	  in	  
the	  cap+on?	  



Homework	  due	  M1D5	  



Mod	  1	  overview	  



From	  last	  +me…	  

•  PCR/digest	  troubleshoo+ng	  

•  Liga+on	  calcula+on	  





Using	  ligase	  to	  build	  Δ5	  EGFP	  construct	  

•  T4	  DNA	  ligase	  



Liga+on	  

What	  effects	  efficiency	  of	  liga+on	  reac+on?	  



Liga+on	  setup	  

1.  Backbone/vector,	  fragment/insert,	  –	  ligase	  

2.  Backbone/vector,	  +	  ligase	  

3.  Backbone/vector,	  fragment/insert,	  +	  ligase	  
	  



DNA	  purifica+on,	  again	  

“…increased	  overall	  transforma+on	  efficiency	  by	  
70-‐fold.”	  
	  
	  
“…mechanism	  may	  involve	  altering	  or	  stabilizing	  
the	  topographical	  form	  of	  the	  DNA	  molecules.”	  



Transforma+on	  

Why	  transform	  liga+on	  product	  into	  E.	  coli?	  

Keep	  
competent	  
cells	  on	  ice!	  



Transforma+on	  setup	  

1.  Uninoculated	  plate	  

2.  pCX-‐EGFP	  

3.  Backbone/vector,	  fragment/insert,	  –	  ligase	  

4.  Backbone/vector,	  +	  ligase	  

5.  Backbone/vector,	  fragment/insert,	  +	  ligase	  



Confirma+on	  of	  your	  clones	  

Why	  not	  use	  XbaI	  and	  EcoRI?	  

pNLL-‐PCR	  
(6000bp)	  

XbaI	  (500bp)	  

EcoRI	  (2000bp)	  



Today	  

•  Confirm	  your	  liga+on	  calcula+ons	  
•  Complete	  liga+on	  reac+on	  
•  Transform	  liga+on	  product	  (safety	  glasses)	  
•  Plan	  diagnos+c	  digest	  approaches	  

•  Networking	  event	  
– September	  24	  at	  5:30p	  in	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
first	  floor	  Koch	  lobby	  


