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Pagina 1 de 3 UNIDAD DE BIOLOGIA MOLECULAR (UBM) Informe: ‘ Fecha de analisis:
Nombre y apellidos: Cadigo de usuario:
Departamento/institucion/empresa:
Teléfono: | Extensién:
Correo electronico: Fdo.:

FORMA DE PAGO
N.° aplicacion presupuestaria (solo usuarios de la UDC): N.° de presupuesto (si lo tiene):

Datos fiscales (si son distintos de los indicados en el alta de usuario)

Entidad: | CIF:

Direccion: | Localidad: | Provincia: |C P.:
RESULTADOS y DEVOLUCION DE MUESTRAS DEVOLUCION DE MUESTRAS

Forma de envio de los resultados: [] Correo postal [] Correo electrénico [] Ambos

Devolucidn de las muestras (por cargo de la persona solicitante): || Si [ _|NO (las muestras se conservaran 3 meses desde la entrega de los resultados)

OBSERVACIONES

ANALISIS SOLICITADOS

[] EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO: (cubrir sélo en caso de solicitar la extraccion de ADN)

Densidad optica del cultivo (Aseo): Medio de cultivo empleado:

Tipo de cepa bacteriana: []JIM109 [ ] XL1-blue [ ] DH1 [] DH5a Otra:
Tipo de plasmido: ] puc [] TOPO® [ ] pGEM® ] pBluescript® Otro:

] SECUENCIACION DE ADN:

Tipo de ADN: [] ds ADN [ ] ss ADN [] Producto de PCR  Otro:
Caracteristicas de la muestra:  [_] Inserto rico en G-C [] Presenta repeticiones Otra:
Método de extraccion: 1 Miniprep [ ] Maxiprep [ ] Qiaprep Otro:
Método de purificacion: [ ] QlAquick [ ] ExoSAP-IT [ ] High Pure Otro:

[] PURIFICACION DEL PRODUTO DE PCR

IDENTIFICACION y DATOS DE LAS MUESTRAS

Indiquese el niumero total de reacciones:

Nombre de la ADN Cebador

N.° SAI reaccion L Tamafo Nombre " T Observaciones
(méx. 8 letras o nams) | [Ng/uL] (vector + inserto) | (méax. 4 letras o nums.) [uM] m

Para muestras adicionales, utilice el nimero de copias de la pagina 2 que sea preciso e indique el nimero de paginas que entrega:



IDENTIFICACION y DATOS DE LAS MUESTRAS

Indiquese el nimero total de reacciones:

Nombre de la ADN Cebador

N.° SAI reaccion = Observaciones
(max. 8 letras o nams.) | [NG/uL] Tamaiio Nombre [uM] Tm

(vector +inserto) | (méx. 4 letras o nims.)
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Los mayores productos de ADN plasmidico se obtienen cuando se emplean condiciones éptimas de crecimiento. Estas
condiciones se consiguen empleando una Unica colonia aislada a partir de una transformacion “fresca” o una placa
“fresca” de bacterias de E. coli, inoculandola en el medio de cultivo.

Se recomienda emplear como medio de cultivo el medio 2x Luria-Bertani (Miller) y un crecimiento del cultivo con
una DOgye de 2.0 a 3.0.

No se recomienda un crecimiento en medios de cultivo ricos en nutrientes, tales como 2x YT y TB, ya que estos
producen densidades celulares significativamente elevadas y saturan el sistema de purificacion.

El medio recomendado tiene el doble de contenido de triptona y extracto de levadura que el medio LB normal
(Miller), pero manteniendo la misma cantidad de sales. La férmula por litro de este medio es la siguiente:

Componente Gramos por litro
Triptona 20g
Extracto de levadura 10g
NacCl 1049

Existen una serie de requisitos minimos de calidad, exigibles para el ADN que se va a secuenciar.

Insertos clonados:

ADN debe estar libre de ARN, fenol, sales, etanol, EDTA, proteinas, detergentes etc.

ADN molde puede estar liofilizado 0 en AGUA.

Se requiere una cantidad de 500 ng por reaccion, a una concentracién minima de 100 ng/ul.

Indiquese en la solicitud de analisis el tipo de vector, el tamafio del inserto y la concentracién de la muestra.

Productos de PCR:

Los productos de PCR deben estar libres de subproductos, cebadores excedentes, dNTPs y sales.
ADN puede estar liofilizado 0 en AGUA.
Se requiere una cantidad de 20 ng por cada 100 bases en la longitud del fragmento, a una concentracion minima

de 10 ng/ulL.
Indiquese la longitud del fragmento y su concentracion.

Cebadores:

La secuenciacién se puede realizar con cebadores especificos del gen o con cebadores estandar. El servicio
dispone de los iniciadores universales para vectores tales como M13FW, M13Rev, T3, T7 y SP6.

Los cebadores especificos deben estar en agua ultrapura a una concentracion de 5 uM. Debe indicarse la
temperatura de hibridacion con el ADN molde (Tm = (G+C) x 4 + (A+T) x 2) para que los técnicos de la unidad
puedan determinar la temperatura a la que se realizara el marcaje del ADN. Se debe remitir un volumen de, por lo

menos, 10 pl.
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