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TAE 1X (Tris-acetato 0,04 M, EDTA 0,02 M, pH
8,5); los productos se visualizaron con
transiluminador de luz ultravioleta y la imagen se
capté con una camara polaroid. El resto del
volumen de reaccion se purificod utilizando el
estuche de Glass Max (Gibco BRL Life
Technologies, Gaithersburg, MD USA).

Clonacion del producto de PCR

Se empled inicialmente el vector pBlueScript SK
+/- (Stratagene, La Jolla, CA) que contiene el gen
de resistencia a la ampicilina, dos sitios
promotores, uno para la ARN polimerasa T7 y otro
para la T3, el gen Lac Z y sitios de alineacion
para los iniciadores M13 directo y reverso; este
vector se digirid con la enzima EcoR | a 37 °C;
luego, se inactivd la enzima por calentamiento a
65 °Cy se llevo a cabo la digestion con la enzima
Hind Il ajustando las condiciones 6ptimas. El
producto de PCR se digirid con estas mismas
enzimas vy, luego, diferentes relaciones molares
inserto:vector se trataron con T4 ADN ligasa y se
incubaron a 16 °C durante toda la noche. La
ligacion en estas condiciones no funciond y se
requirio emplear el vector pCR®2.1-TOPO
{Invitrogen, Carlshad CA) el cual se puede
trasformar en cualquier cepa corriente, contiene
el genlac Z, un gen de resistencia a kanamicina,
un gen de resistencia a ampicilina, un sitio
promotor para ARN polimerasa T7, sitios de
alineacion para los iniciadores M13 directo y
reverso. Este vector esta especialmente indicado
para la clonacion de amplificados con Tag ADN
polimerasa dificiles de clonar en otros sistemas.
El producto amplificado con Vent ADN polimerasa
se incubo por 10 min en presencia de Taq ADN
polimerasa y desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs).
Luego, se pracedié a la ligacién empleando una
relacién inserto-vector de 100:1 e incubacién con
T4 ADN ligasa a 16 °C durante la noche.

Transformacion y seleccion de las
transformantes

Con 2 pl del producto ligado, se transformaron las
células competentes JM-109 mediante electro-
poracion en un equipo E. cofi pufser (Biorad,
Hercules, CA), y se seleccionaron los trans-
formantes adicionando en el medio sélido de
cultive (LB sélido conteniendo 100 pg/ml de
ampicilina), IPTG (8 ml de una solucion 0,5 M), y
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X-gal (100 ml de una solucién al 2% en
dimetilformamida). Las colonias recombinantes
con un gen lac Z interrumpido no sintetizaron B3-
galactosidasa y dieron colonias blancas.

Algunas de las colonias blancas presentes fueron
reinoculadas individualmente en medio LB liquido
con ampicilina (100 pg/ml) para realizar la
extraccion del ADN plasmidico empleando el
estuche Plasmid mini kit (Qiagen, Chatsworth,
CA)

Este ADN plasmidico se secuencié empleando
el sistema ABI 373A DNA sequencing systems.

Subclonacion del fragmento en pBlueScript
It SK (+/-)

Con el proposito de emplear el producto clonado
para realizar transcripcion in vitro se procedio a
subclonarlo en el vector pBlueScript Il SK (+/-).
Para este fin, se realizo una extraccion de ADN
plasmidico empleando el estuche plasmid midi
kit (Quiagen, Chatsworth, CA).

El plasmido STAT5b-pCR-TOPO vy el vector
pBlueScript Il se digirieron, por separado, con la
enzima EcoR I; luego, se ligaron en una relacién
100:1 con T4 ADN ligasa a 16 °C durante la noche.
La transformacion de células competentes y la
seleccion inicial de colonias transformantes se
realizo de la manera ya descrita. Posteriormente,
se efectud una segunda seleccion tomando
algunas de las colonias blancas y reinoculandolas
simultdaneamente tanto en cajas de LB-
kanamicina, 50 pg/ml como en las cajas LB-
ampicilina, 100 pg/ml. Las colonias que crecieron
en las cajas con LB-ampicilina pero no en LB-
kanamicina, fueron utilizadas para aislar el ADN
plasmidico empleando el estuche plasmid mini
kit (Quiagen, Chatsworth CA) .

Identificacion del producto clonado

Analisis de restriccion. Para determinar si los
plasmidos extraidos contenian el inserto deseado,
eéstos fueron tratados con la enzima EcoR | que
genera en los recombinantes un fragmento de 326
pb y otro del tamafio del vector. Se hizo tratamiento
con las enzimas Sac Il y Kpn | por separado, que
tienen un unico sitio de corte en el vector y ninguno
en el inserto, de tal manera que la insercion (en el
vector pBlueScript | SK +/-) generara en ambos


















