
PCR	  Program	  	  
95oC	  x	  2m	  
95oC	  x	  30s	  
58oC	  x	  30s	  	  	  	  35X	  
72oC	  x	  1m	  
72oC	  x	  5m	  

1st	  -‐2nd	  week	  (Material	  prepara9on)	  

3rd	  week	  (In	  vitro	  assay	  )	  

Biobricks	  used	  
Red	  fluorescent	  protein:	  BBa_E1010	  
pSB4A5	  
T7	  expression	  casseDe:	  BBa_K314104	  
Cre-‐Recombinase:	  BBa_J61047	  
pSB1C3	  

Primers	  design	  (6)	  
loxP-‐RFP	  (forward)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  lox71	  (forward)	  	  	  	  	  	  	  	  
lox66-‐RFP	  (reverse)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  lox71	  (reverse)	  

PCR	  (6)	  
Gel	  (6)	  

Transforma9on	  (6)	  
Plasmid	  extrac9on	  (6)	  

Checking	  by	  diges9on	  (6)	  
Glicerol	  Stock	  (6)	  

BBa_E1010	  
pSB4A5	  
BBa_K314104	  
Cre-‐Recombinase	  
pSB1C3	  

Circulariza9on	  assay	  (2,	  5)	  
-‐	  405ng	  of	  purified	  Kanamycin	  gene.	  
-‐	  1X	  Cre	  buffer	  for	  50ul	  reacWon.	  
-‐1h	   incubaWon	   at	   37°C	   with	   5U	   of	   NEB	  
recombinase	  Cre	  enzyme.	  

Liga9on	  (1)	  
Transforma9on	  (1)	  

Lox71-‐pSB1C3	  

Developers	  (par9cipa9on	  indicated	  at	  each	  stage)	  
1. 	  Cauã	  Westmann.	  
2. Edgar	  Andrés	  Ochoa	  Cruz	  (Creator).	  
3. 	  Joana	  Guiro	  Carvalho	  da	  Rocha.	  
4. 	  Macarena	  López.	  
5. 	  Marcelo	  Boareto.	  
6. 	  All	  together,	  as	  teaching	  exercise.	  

lox71*	  	  

PCR	  (6)	  
Gel	  (6)	  

Parts	  submiNed	  to	  the	  registry	  
Lox71-‐pSB1C3	  (Not	  working	  part	  in	  the	  registry)	  
Cre-‐Lox71	  
Lox71-‐Cre	  

Assembly	  3A	  (6)	  
Transforma9on	  (1,	  2)	  
Plasmid	  extrac9on	  (1,	  2)	  
Checking	  by	  diges9on	  (1,	  2)	  

(A)Cre-‐Lox71	  
(B)Lox71-‐Cre	  

PCR	  op9miza9on	  for	  
obtaining	  single	  band	  	  

(2,	  3,	  4)	  

4th	  -‐	  7th	  week	  (Parts	  assembly)	  

lox71-‐pGEM	  

Diges9on	  (2)	  
Liga9on(2)	  

loxP	  	  Kanamycin	  resistance	  	  lox66	  	  

Liga9on	  (1,	  3)	  
Transforma9on	  (1,	  3)	  

Plasmid	  extrac9on	  (1,	  3)	  
Checking	  by	  diges9on	  (1,	  3)	  

Commercial	  construc9on	  	  

pET15b	  

Assembly	  3A	  (3,	  2)	  
Transforma9on	  (3,	  2)	  
Plasmid	  extrac9on	  (3,	  2)	  
Checking	  by	  diges9on	  (3,	  2)	  

T7-‐Cre-‐lox71	  (ConstrucWon	  A	  	  Low	  copy	  number)	  
T7-‐lox71-‐Cre	  (ConstrucWon	  B	  	  Low	  copy	  number)	  

Assembly	  3A	  (3,	  4)	  
Transforma9on	  (3,	  4)	  
Plasmid	  extrac9on	  (3,	  4)	  
Checking	  by	  diges9on	  (3,	  4)	  

T7-‐Cre-‐lox71	  (ConstrucWon	  A,	  High	  copy	  number)	  
T7-‐lox71-‐Cre	  (ConstrucWon	  B,	  High	  copy	  number)	  

8th	  week	  (In	  vivo	  assay)	  

Electro-‐competent	  cells	  
genera9on	  for	  each	  construc9on	  

in	  BL21(DE3)	  (1,	  3)	  

Grow	  and	  selec9on	  in	  LB	  plates	  with	  
an9bio9c	  and	  IPTG	  at	  37°C	  (1,	  3)	  

Transforma9on	  with(1,	  3)	  
loxP	  	  Kanamycin	  resistance	  	  lox66	  	  

PCR	  condi9ons	  
-‐Recommended	  by	  Promega	  for	  GoTaq®	  DNA	  
Polymerase	  
-‐50ng	  DNA	  


