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Células Quimicamente Competentes
MBL211, 50 reacciones, 5 tubos de 10 reacciones
MBL238, 100 reacciones, 2x (5 tubos de 10 reacciones)
MBL239, 200 reacciones, 4x (5 tubos de 10 reacciones)
MBL210, 500 reacciones, 10x (5 tubos de 10 reacciones) Version: 07/2006

Envio y almacenamiento: Las células son enviadas en nieve carbdnica. Una vez recibidas,
conservarlas a -80°C. Tenga en cuenta que las células competentes son extremadamente
sensibles a los cambios de temperatura.

Genotipo: F ~, gyrA96, recA1, endA1, thi1, hsdR17(r< my’), deoR, supE44, A(lacZYA-
argF)U169 ¢80lacZAM15

Genotipo descrito:no contiene episoma F, resistente a acido nalidixico (NaIR), mutante de
recombinacioén, mutacién en gen endonucleasal lo que favorece mejor calidad de los
plasmidos purificados, auxotrofia para tiamina, mecanismo de restriccion mutado pero no el
de metilacién, admite plasmidos de gran tamafio, supresor del codén de parada ocre TAA
(se lo salta un % de las veces colocando Gin), delecion del gen p-gal lo que permite la
seleccion de colonias blancas/azules en X-Gal.

Competencia: >0,5 x 107 cfu/ug DNA plasmido

Aplicaciones: La competencia de las células permite:

- Subclonacion de rutina en plasmidos

- Seleccion de colonias blancas /azules en placas de X-Gal.

- Transformacion y purificaciéon de plasmidos
Controles de calidad: Las células competentes son transformadas con 100 y 10 pg de
DNA del plasmido pUC18. Las células transformadas se siembran en placas de LB agar con
ampicilina 100 ug/mL y se calcula la eficiencia de transformacion.
Las células no transformadas se siembran en dos placas distintas: LB agar con ampicilina y

LB agar con kanamicina para confirmar la ausencia de contaminacion.

Protocolo estandar modificado

Este protocolo ha sido obtenido de la modificacion del protocolo estandar de transformacion
de células competentes (descongelar las células, afiadir DNA, incubar 30 minutos en hielo,
choque térmico 2 minutos, hielo 5 minutos y sembrar en medio de seleccion). El resultado
de ambos protocolos es el mismo.

Antes de empezar tener preparado:
- Placas de LB agar + Antibiético pre-incubadas a 37°C
- Baiio a 65°C
- Medio LB (0,5% Extracto levadura, 0,5% NaCl, 1% Triptona)




1. Descongelar las células en hielo, aproximadamente 15 minutos antes de comenzar
la transformacién. jNo descongelar las células calentando el tubo con las manos!
2. (Opcional) Inactivar la ligacion a 65°C 10 min. La inactivacion de la ligacion aumenta
dos veces la eficiencia de transformacion.
3. Colocar en hielo tantos tubos de 1,5 mL como transformaciones necesite realizar.
4. Coger suavemente con la pipeta 50uL de células competentes y afnadirlas a los
tubos anteriores.
5. Anadir 2-5 pL de la mezcla de ligacion y mezclar dando golpecitos suaves en el
fondo del tubo. jNo mezclar mediante vortex o pipeteo!
6. Incubar en hielo durante 5 minutos.
7. Sembrar* en las placas precalentadas a 37°C, en el medio de seleccién adecuado.
* Cuando la resistencia a seleccionar no es ampicilina, afiadir 1 mL de LB, incubar en
agitador orbital a 37°C 1 hora. Centrifugar, dejar 50uL de sobrenadante, resuspender
las células y sembrar en las placas apropiadas.

8. Incubar a 37°C toda la noche.

Calculo de la competencia

La eficiencia de transformaciéon se calcula como transformantes por 1 pug de DNA de
plasmido (pUC18, 2,7 kb).

Por ejemplo, se hacen varias diluciones de DNA en agua, se transforman las células
competentes y se siembra en las placas los 50 pL de la mezcla de transformacién. Al dia

siguiente obtenemos en la dilucién de 100pg de DNA alrededor de unas 500 colonias

Como: Competencia =_N° colonias x 10° pa/ug
100 pg DNA

Entonces Competencia = 500 x10° ug = 5 x10° colonias/ug DNA
100

Tenga en cuenta que la eficiencia de transformacion de mezclas de ligacion es de hasta 50

veces menor que la que se obtiene con plasmidos superenrrollados como el pUC18.
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