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Este documento describe los requisitos para la preparacion y envio de muestras al Laboratorio de
Secuenciacion de ADN del INECOL. El cumplimiento de estas especificaciones es indispensable para
garantizar resultados de alta calidad.

@ NUMERO MiNIMO DE MUESTRAS POR ENVIO: 4. Las muestras deben entregarse ya
MARCADAS Y PURIFICADAS. El laboratorio no cuenta con reactivos para la reaccion de
marcaje con fluoréforos ni para su purificacion.

1. Calidad de las Muestras

El ADN utilizado para secuenciacién debe estar completamente libre de contaminantes. Los siguientes
compuestos pueden inhibir la reaccion y deben evitarse:

» Sales residuales del sistema de extraccion
* Fenol, cloroformo o solventes organicos

+ EDTA o buffer TE

» SDS u otros detergentes

* Inhibidores de ADN polimerasa

Se recomienda:

» Las muestras pueden enviarse en solucion o secas. Preferentemente secas (oven-dried) o
liofilizadas; en solucién en 10 ul también es aceptable.

+ Si se envian en solucion: usar agua libre de nucleasas. Concentracion minima por reaccion
sugerida: 20 ng/ul.

* De ser posible, proporcionar al menos 10 ul adicionales para posibles re-secuenciaciones.

» Etiquetar claramente cada tubo con el ID de muestra.

» Enviar en tubos de 1.5 pl 0 0.6 pl.

» Serecomienda verificar el producto en gel de agarosa antes de enviarlo para confirmar el tamafno
y especificidad correctos.

2. Purificacion de Productos de PCR

Métodos de purificacion recomendados:
+ Centricon-100
* ExoSAP-IT
+ Kit de extraccion en gel Qiagen o kit de limpieza de PCR
+ Método casero: listar reactivos utilizados e incluir la técnica. De preferencia evitar EDTA o TE.
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. Los productos de PCR deben estar libres de contaminantes, primers no utilizados y

dNTPs. No se aceptan productos sin purificar; estos generan datos de secuencia
inutilizables. El éxito de la secuenciaciéon automatizada depende fundamentalmente de
contar con un templado de alta pureza en la concentracion correcta.

3. Cuantificacion del ADN

La calidad de la secuenciacion se ve significativamente afectada con cantidades muy bajas de ADN.
La absorbancia UV (NanoDrop) en muestras diluidas tiende a sobreestimar la concentracion real.

Se recomienda cuantificar por Electroforesis en Gel en lugar de NanoDrop para mayor
precision.

4. Fluoréforos, Matrices de Calibracion y Marcadores de Tamano

Indique los fluoréforos con los que estan marcadas las muestras de su experimento, asi como los
estandares de calibracion correspondientes:

Fluoréforos:

DS-02]| E5 dR110 dR6G _|dTAMRA™ [dROX™ LIZ®

DS-30 D BFAM™ [ HEX™ NED™ [ROX™

DS - 31 D BFAM™ VIC® NED™ [ROX™
DS - 32 F S5FAM™ | JOE™ NED™ [ROX™
DS-33| G5 BEAM™ VIC® NED™ | PET® LIZ®
DS-36| J6 BFAM™ VIC® NED™ |[TAZ™| SID™ LIZ®
DS-37| J6-T BFAM™ VIC® TED™ [TAZ™| SID™ LIZ®

Matrix Standard y Size Standard:
[Matrix Standard (5-Dye) DS-02
[Matrix Standard (4-Dye) DS-30
[Matrix Standard (4-Dye) DS-31
[Matrix Standard (4-Dye) DS-32
[Matrix Standard (5-Dye) DS-33
Matrix Standard (6-Dye) DS-36
GeneScan™ 600 LIZ® v2.0 Size Standard
GeneScan™ 500 ROX™ Size Standard
GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard
GeneScan™ 120 LIZ Size Standard
GeneScan™ 1200 LIZ Size Standard

5. Envio en Placa de 96 Pozos

* Usar placa de 96 pozos asegurada con septas.

» Usar placa de borde exterior (out-skirted well plate) para evitar dafos fisicos.

» Sellar herméticamente para evitar evaporaciéon o contaminacion cruzada durante el transporte.
* Mantener concentraciones lo mas uniformes posible entre pozos para optimizar resultados.
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. Un sellado deficiente o derrames pueden causar contaminacion cruzada entre pozos y

resultados insatisfactorios. Verificar el sellado antes del envio.

6. Proceso de Solicitud

1. Preparar las muestras siguiendo las especificaciones de esta guia.

2. Realizar la solicitud del servicio a través de la plataforma SllI del INECOL; completar el registro
y el pago.

3. Llenar el formulario para registrar las muestras (documento adjunto). Enviarlo al correo:
nut.liahut@inecol.mx.

4. De ser posible, usar el programa Plate Manager (archivo incluido; ejecutar SETUP de la
carpeta Plate Manager 2.1.1) para el registro de la placa. Una vez completado el registro,
guardar el archivo .psm y enviarlo al correo: nut.liahut@inecol.mx.

5. Entregar las muestras en el Laboratorio de Secuenciacion de ADN (INECOL, Campus I,
Edificio F). Se recomienda transportar las muestras en refrigeracion con hielo y protegidas de
la luz.

6. Favor de incluir notas o comentarios particulares sobre las muestras.
7. Los resultados seran enviados a todos los correos registrados en el formulario.

Nota: Si requiere asistencia para la instalacion del programa Plate Manager o con el llenado
de informacion, favor de llamar al Laboratorio de Secuenciacion de ADN, ext. 1505.

Atentamente,

M. en C. Nut Jovana Liahut Guin

Técnico — Laboratorio de Secuenciacion de ADN
Instituto de Ecologia, A.C.

Xalapa, Veracruz, México
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