
McCoy	
  and	
  Macpherson	
  Lab	
  
2013	
  

!"#$#%#&'()*+', -./0" 1'%#2/0$03$'%0&&4'

Day	
  Before	
  

1. Grow	
  10mL	
  culture	
  from	
  one	
  colony	
  for	
  6-­‐8	
  hrs	
  
2. Subculture	
  into	
  10mL	
  and	
  grow	
  with	
  aeration	
  overnight	
  
3. Remove	
  soap	
  residues	
  from	
  glass-­‐ware	
  (autoclave	
  all	
  glassware	
  with	
  ddH2O	
  minimum	
  

12hrs	
  before;	
  decant	
  H2O	
  into	
  large	
  5L	
  container	
  in	
  hood)1	
  
	
  
Making	
  Cells	
  
	
  

4. Transfer	
  10mL	
  overnight	
  culture	
  to	
  500mL	
  LB	
  +	
  35g	
  of	
  Potassium	
  Acetate1,	
  grow	
  at	
  
optimum	
  temperature	
  with	
  constant	
  aeration	
  (250	
  rpm2)	
  

5. Grow	
  cells	
  until	
  they	
  reach	
  a	
  density	
  of	
  approx.	
  OD600=0.61	
  
6. Cool	
  culture	
  on	
  ice	
  with	
  gently	
  swirling	
  for	
  20	
  min1	
  
7. Pellet	
  bacterial	
  cells	
  (10	
  min.,	
  4°C	
  @	
  4000rpm,	
  slow	
  ramping	
  up	
  and	
  down);	
  discard	
  

supernatant	
  
8. Resuspend	
  (swirling	
  and	
  gentle	
  pipetting)	
  the	
  pellet	
  in	
  250mL	
  of	
  ice-­‐cold	
  sterile	
  water2	
  
9. Incubate	
  in	
  water	
  for	
  10	
  min	
  on	
  ice1	
  
10. Pellet	
  bacterial	
  cells	
  (10	
  min.,	
  4°C	
  @	
  4000rpm,	
  slow	
  ramping	
  up	
  and	
  down);	
  discard	
  

supernatant	
  
11. Wash	
  bacteria	
  in	
  125mL	
  of	
  ice-­‐cold,	
  sterile	
  10%	
  glycerol2	
  
12. Incubate	
  on	
  ice	
  for	
  10	
  minutes1	
  
13. Pellet	
  bacterial	
  cells	
  (15	
  min.,	
  4°C	
  @	
  4000rpm,	
  slow	
  ramping	
  up	
  and	
  down);	
  pipette	
  ALL	
  

supernatant	
  off	
  
*add	
  a	
  quick	
  spin	
  of	
  5	
  min	
  if	
  necessary	
  to	
  aid	
  in	
  removal	
  of	
  supernatant	
  
¥ 500mL	
  of	
  broth	
  ›	
  initial	
  growth	
  density	
  of	
  OD600=0.5	
  ›	
  resuspend	
  in	
  500µL	
  10%	
  

ice-­‐cold,	
  sterile	
  glycerol	
  
¥ For	
  frozen	
  stocks	
  of	
  competent	
  cells	
  pre-­‐cool	
  microfuge	
  tubes	
  in	
  liquid	
  nitrogen	
  

before	
  aliquoting	
  50µL	
  per	
  tube	
  
	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
1	
  Experimentally	
  examined	
  

	
  

2	
  Shi,	
  !"#$%&'#(2003).	
  	
  ()$%*"+,$%#-+.,/!0+1"2*.	
  	
  56) :152-­‐155	
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Materials	
  

¥ Electrocompetent	
  cells	
  (aliquots	
  are	
  in	
  50	
  μL,	
  stored	
  in	
  10%	
  glycerol	
  at	
  -­‐80°C)	
  	
  
¥ High	
  quality	
  plasmid	
  DNA	
  (prepared	
  via	
  Qiagen	
  kit)	
  	
  
¥ 	
  1	
  mm	
  diameter	
  electroporation	
  cuvette(s)	
  	
  
¥ 	
  Electroporator	
  	
  
¥ 	
  1	
  mL	
  warmed	
  SOB	
  broth	
  in	
  microfuge	
  tube	
  	
  
¥ 	
  LB	
  plates	
  with	
  indicator/selective	
  agent	
  (i.e.:	
  antibiotics)	
  	
  

	
  
Protocol	
  	
  
 1.	
  Thaw	
  competent	
  cells	
  on	
  ice	
  	
  
 2.	
  Pre-­‐chill	
  cuvettes	
  on	
  ice	
  	
  
 3.	
  Add	
  0.	
  1.0	
  μL	
  plasmid	
  DNA	
  (approx.	
  10ng)	
  to	
  the	
  cells	
  (do	
  not	
  invert/vortex)	
  	
  
 4.	
  Transfer	
  aliquot	
  to	
  chilled	
  cuvettes,	
  then	
  place	
  in	
  electroporator	
  	
  
 (settings:	
  preset	
  at	
  “bacteria	
  1”,	
  1.8kV,	
  200Ω,	
  25μF)	
  	
  
 5.	
  Pulse;	
  optimal	
  time	
  constant	
  4.7-­‐5.0	
  	
  

 6.	
  Rinse	
  cuvette	
  with	
  pre-­‐warmed	
  SOB	
  broth	
  (42°C)	
  and	
  transfer	
  cells	
  to	
  sterile	
  5	
  mL	
  SOB	
  
media	
  in	
  clean	
  glass	
  flask	
  

 7.	
  Incubate	
  in	
  a	
  stationary	
  incubator	
  at	
  37°C	
  (1hr)	
  	
  
 8.	
  Serial	
  dilutions	
  and	
  plate	
  (1:100;	
  1:1000)	
  	
  

 9.	
  Plate	
  re-­‐suspended	
  pellet	
  on	
  appropriate	
  selective	
  media,	
  incubate	
  overnight	
  at	
  37°C	
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1. Transfer	
  10mL	
  overnight	
  culture	
  to	
  500mL	
  LB	
  grow	
  at	
  optimum	
  temperature	
  with	
  
constant	
  aeration	
  	
  

2. Grow	
  cells	
  until	
  they	
  reach	
  a	
  density	
  of	
  approx.	
  OD600=0.6	
  
3. Pellet	
  bacterial	
  cells	
  (10	
  min.,	
  4°C	
  @	
  4000rpm,	
  slow	
  ramping	
  up	
  and	
  faster	
  down	
  ramp);	
  

discard	
  supernatant	
  
4. Resuspend	
  (swirling	
  and	
  gentle	
  pipetting)	
  the	
  pellet	
  in	
  250mL	
  of	
  ice-­‐cold	
  sterile	
  water	
  
5. Pellet	
  bacterial	
  cells	
  (10	
  min.,	
  4°C	
  @	
  4000rpm,	
  slow	
  ramping	
  up	
  and	
  faster	
  down	
  ramp);	
  

discard	
  supernatant	
  
6. Wash	
  bacteria	
  in	
  125mL	
  of	
  ice-­‐cold,	
  sterile	
  10%	
  glycerol	
  
7. Pellet	
  bacterial	
  cells	
  (15	
  min.,	
  4°C	
  @	
  4000rpm,	
  slow	
  ramping	
  up	
  and	
  down);	
  pipette	
  ALL	
  

supernatant	
  off	
  
8. Resuspend	
  in	
  500µL	
  ice-­‐cold	
  10%	
  glycerol	
  and	
  aliquot	
  50µL	
  volumes	
  into	
  sterile	
  

eppendorf	
  and	
  snap-­‐freeze	
  in	
  liquid	
  nitrogen	
  
	
  

	
  

	
  


