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metabarcoding

.

‘? A ’N

e Capacidades requeridas

= g e Posibilidades para su
P Pilas. oy ejecucion

.

——

sS4 b

Vo

-
e

g o5
"
.




—

- . Flui - - =
Recapitulando: Flujo de trabajo en metabarcoding ANH..I“E v
COLOMBIA —®“4ix
0. Diseno del *
experimento
Campo Laboratorio
Esbabaato oo muestreo* Extraccion de ™ Amplificacion Secuenciacion de Bioinformatica
] ADN (PCR) del ADN ultima generacion (filtrado)
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DNA dynamics 0
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Campo (toma de muestras) ANRH=
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a) Garantizar la asepsia en la toma de las muestras
b)Garantizar la cadena de frio

Hand core - sedimentos

_ Muestreadores de suelo 9 rOfeSiOnal cap aCitadO
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e Pre-procesamiento de muestras
e Extraccion de ADN
e Amplificaciones

e Secuenciacion de ADN

a) Garantizar la asepsia en la manipulacion
b)Garantizar la preservacion de las muestras

c)buen registro de los procedimientos
d)considerar los controles




Laboratorio pre-procesamiento
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Preparar la muestra para poder ser

llevada al proceso de extraccion

de ADN.
Posibilidades: in situ, preservar

sustratos previo a extraccion

orofesional capacitado
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Laboratorio extraccion

!
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Extraer el ADN desde las muestras
ambientales

Posibilidades: in situ, laboratorio

propio o externo.

profesional(es) con experiencia
en biologia molecular
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Amplificacion y secuenciacion B
eADN i
Metabarcodes
ATCGCTA T
—» PCR 4 TCGCTACG — e
> GCIACAG S—
GGCITAG H

Secuenciacion

\

Secuenciador y ‘preparacion de
la libreria’

Primers para el marcador(es)
particular de estudio

replicas de PCR + controles de PCR
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Amplificar marcador de interés y

‘marcar las muestras’

) >

Posibilidades: laboratorio propio o

externo.
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l profesional(es) con experiencia
en biologia molecular




Laboratorio secuenciacion

Forward spacer (0-4 bp, optional)

Forward primer tag {optional)
Reverse primer tag (optional)

Reverse spacer {0-4 bp, optional)

How cell binding site P?

Reverse amplification primer
Reverse sequencing priming site

Fareard sequencing pnming site
Forward amplification primer

Flow cell binding site PS5
Metabarcode
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lllumina adapter P7
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llumina adapter PS
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Preparacion de librerias de
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secuenciacion y secuenciacion de

las muestras

Posibilidades: laboratorio propio o

externo.

profesional(es) con experiencia
en secuenciacion de ADN



Study-specific analyses
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Procedimiento in silico

(bioinformatica)
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Paired-end read pairing > Demultiplexing > Dereplication > Basic annotation
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/ lly analyses: sequence classification \'
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/ llle7Y analyses: experimental comparisons \"
Megative controls > Unused tag combo > PCR Replicates > Positive controls
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Sampling coverage > Taxonomic composition > Patterns of diversity
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Fig. 8.1 DNA metabarcoding analysis workflow.

Reverse spacer (0-4 bp, optional)
Reverse sequencing priming site

Reverse amplification primer
Rewverse primer tag loptional}
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Analisis de los datos de

secuenciacion.
Posibilidades: instalaciones

propias o externo.

profesional(es) con experiencia
en biologia computacional y
bioinformatica

profesional(es) con experiencia

en ecologia molecular




Es fundamental que todo el
proceso esté articulado desde
su concepcion hasta los analisis
finales
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