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GUIAS DE SEQUENCIAMENTO — NUCLEO DE GENOMICA - LBMG

Guia para sequenciamento Sanger

Oferecemos sequenciamento de DNA a partir de produtos de PCR e plasmideos
utilizando o ABI 3500 DNA Analyzer, um sistema de anadlise de DNA de 8 capilares com a
tecnologia ThermoFisher. As reagbes de sequenciamento sao feitas utilizando o BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (codigo 4337455). As corridas sdo feitas em capilares de
50 c¢cm utilizando o polimero POP7. As sequéncias sdo analisadas pelo software Sequencing
Analysis v.6 utilizando o Base Caller KB. Nossas rea¢ées de sequenciamento alcangam em média
600 a 650 bases.

Preparo da amostra:

Em nosso laboratdrio para realizar sequenciamento de DNA por Sanger o cliente nos
fornece o produto de PCR e os primers para que a reagao de sequenciamento seja feita. Os
primers deverdo ser entregues na concentra¢do de 5 uM (em um volume minimo de 10 ul) e os
tubos devem estar claramente identificados. A amostra a ser sequenciada deve ter um volume
minimo de 10 ul). Solicitamos que o cliente forne¢a uma foto do gel de agarose com marcador
de peso molecular e o(s) produtos(s) de PCR a serem sequenciados. Essa etapa garante a
verificacdo do peso e da qualidade do DNA antes de ser sequenciado.

A concentracdo do DNA a ser sequenciado deve obedecer a Tabela 1 e deve ser estimada
aplicando-se o DNA em gel de agarose 0,7% ou 0,8% utilizando o Low DNA Mass Ladder da
Invitrogen (ou marcador similar de 100 pb) e para plasmideos o mesmo deve ser digerido com
uma enzima de restricdo que corte em um sitio Unico, de forma a lineariza-los.
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O DNA pode estar diluido em H,0 ou EDTA obedecendo a Tabela 1:

Amostra Quantidade
Produto de PCR: 100-200pb 1-3ng
200-500pb 3-10ng
500-1000pb 5-20ng
1000-2000pb  10-40ng

>2000pb 40-100ng
DNA fita simples 50-100ng
DNA dupla fita 200-500ng
Cosmideo/BAC 0,5-1pg
DNA bacteriano 2-3pg

O prazo para entrega dos resultados em formato ABI e extensdo .abl contendo o
eletroferograma ou formato FASTA em 30 dias (com a possibilidade dos resultados serem
entregues antes). Os resultados sdo entregues aos clientes por e-mail. Os arquivos em extensido
.abl podem ser abertos utilizando os softwares Chromas, BioEdit ou Sequence Scanner
(softwares de analise de sequéncia que podem ser obtidos gratuitamente na internet por
download).

Documentos necessdrios para iniciar o sequenciamento:

1) Foto do gel de agarose conforme descrito anteriormente

2) Formulario de cadastro do cliente devidamente preenchido
3) Formuldrio descritivo das amostras

4) Comprovante do pagamento
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Guia para sequenciamento NGS

Oferecemos sequenciamento de DNA e RNA a partir de qualquer material bioldgico, em
plataforma PGM lon Torrent (ThermoFisher). No nosso workflow ndo usamos o lon Chief e sim
lon PGM™ System & lon OneTouch™ 2 System. Recomendamos que o usudrio acesse a pagina
da ThermoFisher e se informe sobre as aplicagdes disponiveis acessando o site
www.ioncommunity.thermofisher.com.

Apds se informar sobre a aplica¢do desejada, o usudrio deve agendar uma reunido com
a equipe do NUGEN para discutir o protocolo e tirar duavidas (e-mail:
nucleodegenomica@gmail.com).

Preparo da amostra:

A etapa de extracdo do acido nucleico é de responsabilidade do cliente, mas sob
consulta podemos processar a amostra e fazer a extrag¢ao, o que incluiu custo adicional. Sé serd
sequenciada a amostra que estiver satisfatéria em quantidade e qualidade. Esse controle de
qualidade é de responsabilidade do cliente (Gel de agarose, Bioanalyzer...)

Em geral sdo necessarios de 20 a 100 ng de DNA para sequenciar.

O prazo para entrega dos resultados é de no méximo 30 dias. Os resultados serao
entregues aos clientes por e-mail. E de responsabilidade do cliente fazer as analises de
bioinformatica.

Documentos necessdrios para iniciar o sequenciamento:

1) Foto do gel de agarose ou do bioanalyzer

2) Formulario de cadastro do cliente devidamente preenchido
3) Formuldrio descritivo das amostras

4) Comprovante do pagamento

Forma de Pagamento

Boleto bancario com data de vencimento para 30 dias corridos apds a emissdo do
mesmo ou depdsito em conta. Os dados para nota fiscal devem ser enviados em uma ficha
impressa junto com as amostras (em anexo). As amostras nao serdo processadas até que a
comprovacao do pagamento seja efetuada.

Para evitarmos constrangimentos pedimos que, antes de enviar as amostras, o cliente
verifique se serd possivel realizar o pagamento dentro do prazo. Caso nao seja possivel, entdo
solicitamos que o cliente aguarde e envie as amostras somente no periodo em que o pagamento
podera ser realizado.
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ANEXO |

FORMULARIO DE CADASTRO DO CLIENTE

Dados para nota fiscal:
Nome:
CPF:

RG:
Endereco:

Bairro:
Cidade/Estado:
CEP:

Telefone (DDD):
E-mail:

Ne de Processo™:
* Processo de Agéncias de fomento como CNPq, CAPES ou outros

Para uso interno:
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ANEXO I

FORMULARIO DESCRITIVO DAS AMOSTRAS PARA SEQUENCIAMENTO SANGER

Nome do professor responsavel

Nome do aluno responsdvel pelas
amostras, se houver

E-mail para contato

Telefone para contato

Data de recebimento da amostra

Data provavel de entrega de
resultados

Descrigdo das amostras

Identificacdo das amostras | Tamanho Tipo de DNA* | Concentragao Volume
no tubo (Kb) (ng/ul) (ul)

*ssDNA, dsDNA, amplicon, plasmideo

Observagoes:
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ANEXO Il

FORMULARIO DESCRITIVO DAS AMOSTRAS PARA SEQUENCIAMENTO NGS em PLATAFORMA
PGM ION TORRENT (ThermoFisher)

Nome do professor responsavel

Nome do aluno responsdvel pelas
amostras, se houver

E-mail para contato

Telefone para contato

Data de recebimento da amostra

Data provavel de entrega de
resultados

Aplicagao desejada

( ) NGS genémico (hgl9 ou hg38)
() Ampliseq

( ) 16S Metagenoma

( ) RNA-seq (expressao génica)

Descricdo das amostras:

Recomendamos que o usuario acesse a pagina da ThermoFisher e se informe sobre as
aplica¢gdes (www.ioncommunity.thermofisher.com)
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