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Protocol status: Working
We use this protocol and it's working
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Abstract

Pipette mix the following components:

Dou
ble
Dige
sted
DNA

ng/u
L

size
(kb)

ratio

[:V
Rati

AXX
X
Vect
or,
linea
rised
+
dep
hos

#VA
LUE!

H#VA
LUE!

ng
inser

AXX
X

Gen,
dige
sted

H#VA
LUE!

uL
inser

Volu
me
(uL)

Rati

Inse
rt

Vect
or

T4
Liga
se

Wat
er

T4
Buff
er

Total

Ligat
ion 1
Vect
or

only

vect
or

17

20

Ligat
ion 2
Vect
or +
Gen
e
ligati
on

#VA
LUE!

H#VA
LUE!

20

Nur die griin markierten felder miissen ausgefillt werden. Die Formeln berechnen das optimale 3:1 verhaltnis von

Vektor zu gen. Check wie viel DNA insgesammt eingesetzt wird. Vektor ist bei mir immer so um 25-30 ng und
totale DNA menge Uberschreitet nicht 100 ng dann sollten gute ergebnisse erziehlt werden.
Incubate 60 min at room temperature, and/or overnight at 16°C (higher efficiency).

Optionatl: inactivate ligase by incubating for 5 min in 70°C heat block.
Transform into E. coli
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Troubleshooting
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