Ligação de fragmentos de DNA (finais sticky e blunt)
· Os fragmentos estão em 15-20 µl de TE após purificação mediante glassmilk

· Pipetar: 


· 1,5 µl insert (o pedaço que não contem o restante de um plasmideo)

· 0,5 µl vetor (o plasmídeo cortado)

esquentar para ~42°C por 3 min, colocar no gelo

· adicionar 2,3 µl H2O

· 0,5 µl tampão 10x Ligase

· 0,2 µl Ligase

incubar a 10-16°C por 15-30 min (ou deixar o/n a 4°C, blunt ends)

Transformar 1 µl em 20-25 µl bactérias competentes
Ligação de fragmentos PCR em pGEM/pCRTOPO/pG*T

· Os fragmentos estão em 15-20 µl de TE após purificação mediante glassmilk

· Pipetar: 


· 1,5 µl insert (o pedaço que não contem o restante de um plasmideo)

· 2.5 µl 2x Ligation buffer (fornecido do fabricante ou usa da Promega)

· 0,5 µl pGEM T easy (ou equivalente)

· 0,5 µl T4 Ligase (Promega)

incubar 10-16°C por 15-30 min (ou o/n) e transformar 1 µl em bacterias competentes. Coloque nas placas também IPTG (1 M, 4 µl por placa) e X-gal (20 mg/ml, 20 µl por placa).
Transformação de bactérias

· Preparar as placas com antibióticos adequados colocando-as na estufa 37°C

· 1 µl da ligação em tubo eppendorf, no gelo

· adicionar 20-25 µl de bactérias competentes

· incubar 15-30 min no gelo

· aplicar choque térmico (42°C, 45 s-1 min), depois volta para o gelo

· adicionar 5 vol. (125 µl) LB ou SOC sem antibiótico

· incubar 5-30 min no 37°C (este passo pode ser limitado para 5 min no caso de seleção por resistência a ampicilina)

· plaquear com espátula Drigalski
