Prepar azione delle cellule competenti XL 1Blue
Composizione delle soluzioni:

Buffer 1 (20 ml):

RbCI (12 g/l)

MnCI * 4H,0 (9.9 g/l)

Soluzione di KAc 1M a pH 7.5 (30mM)
CaChL* 2H,0 (1.5 g/l)

Glicerolo (150 g/l)

Si porta a pH 5.8 con HAc, si porta a volume (59 ¢oh acqua milliQ e si filtra con una membrana
con pori di 0.22um sotto cappa.

Buffer 2 (10 mD):

soluzione di MOPS 0.5 M a pH 6.8 (10mM)
RbCI (1.2 g/l)

CaCbL*2H,0 (11 g/l)

Glicerolo (150 g/l)

Si porta a volume (20 ml) con acqua milliQ e grdilcon una membrana con pori di 022 sotto
cappa.

Procedimento

v Fare un inoculo delle cellule di partenza in 40dinLB sterile e incubare a 37 °C in agita-
zione finché I'OD non arriva a 0.35-0.4.

Ogni gruppo deve prelevare 5ml di inoculo. (tubil&a
Centrifugare 5 minuti a 3000 g a 4 °C (centrifugélab a fianco).
Eliminare il surnatante e risospendere dolcemenfeml di buffer 1.
Trasferire in eppendorf.

Lasciare in ghiaccio 15 minuti.

Centrifugare 5 minuti a 3000 g a 4 °C. (centrifugligerata)
Eliminare il surnatante e risospendere il pelldd. ml di buffer 2.
Trasferire gli 0.5 ml in eppendorf sterili (aliqeatda 10Qul).
Congelare con N liquido e conservare a —80 °C.
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N.B. Le cellule competenti non hanno nessuna esst percio bisogna lavorare in assoluta
sterilita.




