Fiche d’accueil de projet de séquençage d’amplicons sur MiSeq. 
En rouge, des exemples de réponses pour chaque partie à renseigner : à remplacer par vos propres informations.
Projet de bar-coding (ITS fongique sur échantillons de sols, 16S bactérien sur échantillons d’eau,…)
Objectif : Identification des espèces de champignons endo et ectomycorhiziens dans une série temporelle d’échantillons.
Réalisation du projet (opérateurs) : 	 M. Dupont 
- Organisme de rattachement, unité (+équipe) :
- Statut (date fin de contrat/stage/thèse) :
- Messagerie institutionnelle :
- Téléphone :
Collaboration :
Cadre du projet (thèse,projet financé, projet récurrent d’équipe, premier pas…) :
Responsable et origine des crédits : Toto (messagerie institutionnelle)- Laboratoire, crédits ANR-UM
Date prévisionnelle de réalisation du projet :
Risques associés à la manipulation des échantillons :
- Chimiques
- Biologiques
- Autres, précisez :

Les données recueillies sur ce formulaire seront utilisées dans le cadre du traitement de votre projet scientifique : pour contact en cas de problème avec les échantillons, restitution des résultats et facturation des prestations réalisées. Elles permettent également votre inscription sur notre site de réservation et notre liste de diffusion. Elles seront conservées pendant la durée du projet. Vous pouvez également vous désinscrire sur simple demande.
Description du projet
Technologie envisagée : Séquençage massif sur appareil MiSeq des produits de l’amplification globale de 2 portions du cluster ribosomique (LSU et ITS) fongiques présents dans des extraits d’ADN de sols.
Cibles du séquençage :
NB : Une taille minimale de 140 pb est souhaitable afin de pouvoir purifier efficacement les produits d’amplification et les différencier d’éventuels dimères d’amorces. Au-delà de 600 pb, les produits ne pourront pas être séquencés dans leur intégralité.
1.  Région ITS.
Amorces :
ITS1 : 5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
ITS4 : 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’
La taille du produit attendu est d’environ 600 pb.
2. Région SSU Région V3-V4 16S
Amorces :
341F : 5’ CCTACGGGNGGCWGCAG 3’
805R : 5’ GACTACHVGGGTATCTAATCC 3’
La taille du produit attendu est d’environ 464 pb.
Schéma global de la région ciblée avec indication des amorces utilisées :
[image: ]
Remarques éventuelles : 

Séquences à ajouter aux amorces spécifiques pour ancrage des amorces d’indexation :
Les séquences produites correspondant à un seul ou au mieux deux ou trois locus différents, elles seront quasiment toutes identiques sur l’ensemble de la flow-cell. Or le logiciel du séquenceur se base sur une lecture de différences du signal émis au cours des premiers cycles de séquençage pour délimiter les îlots de séquence unique à la surface de la flow-cells. Ces différences proviennent du fait que ce n’est pas partout le même nucléotide qui est incorporé à un instant T. S’il n’y a pas de différences de signal ou si celles-ci ne sont pas assez importantes, le séquenceur aura du mal à identifier les clusters de séquences issus d’un même fragment génomique original et le séquençage échouera.
Pour remédier à ce problème lorsque l’on séquence des amplicons, le moyen le plus efficace est de créer un décalage de lecture des séquences en rajoutant quelques bases aléatoires à la charnière entre la partie 5’ des amorces de PCR, qui sert à l’ancrage des adaptateurs Illumina, et leurs parties spécifiques des locus. Il faut alors utiliser un cocktail de plusieurs amorces spécifiques des locus visés avec une charnière de taille variable. Cela peut donner par exemple : 
- Pour l’amorce amont :
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGN-[séquence locus spécifique]3’
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNN-[séquence locus spécifique]3’
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNN-[séquence locus spécifique]3’
- Pour l’amorce aval :
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGN-[séquence locus spécifique]3’
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNN-[séquence locus spécifique]3’
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNN-[séquence locus spécifique]3’
Nombre d’échantillons et amplicons séquencés :
48 échantillons avec pour chacun, deux produits de PCR : un pour la région ITS et l’autre pour la région LSU qui seront indexés de la même façon mais finalement reconnus grâce à leur séquence total = 96 amplicons
NB. Il est toujours conseillé de procéder à des duplicats des échantillons, voire des triplicats. GenSeq inclura également au minimum un témoin négatif pour chaque processus de préparation de banque (purifications et  réaction d’indexation) et pour chaque plaque d’échantillons traitée.	Comment by Desmarais: Prévoir un puits vide par plaque
Objectif de profondeur souhaitée : Min : 20 000X par échantillon.
Calcul théorique :
Production attendue d’un kit de séquençage version 2 : 15 M de séquences, si 96 échantillons  156 250 séquences par échantillon.
Production attendue d’un kit de séquençage version 3 : 25 M de séquences, si 96 échantillons  260 416 séquences par échantillon.
Longueur séquençage possible Kits version 2 : 50, 300, 500 nt
Longueur séquençage possible Kits version 3 : 150, 600 nt
Ceci est purement théorique car la surcharge du séquenceur peut causer la perte totale des résultats. Le choix est souvent fait d’assurer en chargeant moins de produit de PCR et de leur ajouter des fragments d’ADN de phage PhiX (entre 5 à 25%) afin d’augmenter la diversité des nucléotides séquencés, ce qui évite les problèmes de délimitation des ilots de séquençage (clusters) dans la cellule de séquençage. Le séquençage de produits de PCR donne donc le plus souvent moins de séquences que les valeurs attendues ou pour de l’ADN génomique.
Choix de la longueur de séquençage :
Le séquençage sera réalisé avec un kit de séquençage en paired-end 2X250 nt (15 M de séquences attendues) 
Ou
Le séquençage sera réalisé avec un kit de séquençage en paired-end 2X300 nt (25 M de séquences attendues).
Stratégie proposée : Création de fragments d’ADN compatibles avec le séquençage sur MiSeq avec un protocole à deux étapes de PCR, selon l’approche préconisée par Illumina : 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (ref. 15044223). La première étape comportera des amorces spécifiques des locus ciblés, commandées et utilisées par le demandeur. Elles comprendront une séquence additionnelle en 5’ qui permet l’ancrage d’un deuxième jeu d’amorces, fourni par la plateforme, utilisé lors de la deuxième étape de PCR pour introduire les index individuels et les séquences des adaptateurs Illumina. Il s’agit d’un jeu de combinaisons d’index uniques basé sur le kit d’index UDP d’IDT permettant d’étiqueter jusqu’à 384. Ces adaptateurs permettent, en plus de la fixation sur la cellule de séquençage des produits de PCR finaux, leur séquençage et l’identification de l’origine des séquences produites, une reconnaissance de certaines molécules-chimères produites par saut d’index (index hopping) pendant le séquençage.
Déroulement des opérations : 
Le protocole utilisé ne permet pas d’établir une corrélation exacte entre le nombre initial de copies de cibles -dans le milieu naturel- et le nombre final de séquences individuelles obtenues après séquençage.
Remarques préalables sur les normalisations de concentrations :
R1. Il est possible de traiter séparément les amplicons de plusieurs régions-cibles pour chaque échantillon biologique en les étiquetant avec les mêmes index : tous les amplicons d’un individu porteront alors la même combinaison d’index spécifique de l’individu et seront séparés en fonction de leur séquence. Dans ce cas, les banques finales d’amplicons seront construites séparément pour chaque locus puis dosées individuellement par qPCR avant d’être mélangées de façon équimolaire pour procéder au séquençage.
Si le nombre d’échantillons est inférieur à 96, alors un rééquilibrage des différents locus entre eux est possible après dosage individuel des amplicons par fluorescence afin de normaliser les quantités d’ADN utilisées pour passer à l’étape de fabrication de fragments séquençables.
Si le nombre d’échantillons est supérieur à 96, alors ce rééquilibrage n’est pas possible : il faut regrouper les PCR des différents locus par lot sur une même plaque. Chaque Lot /plaque sera traité séparément jusqu’à un dosage par qPCR individuel et le multiplexe de toutes les plaques entre elles est réalisé sur la base de ces dosages « individuels ».

R2. A un deuxième niveau, il faut se poser la question de savoir si un rééquilibrage des différents échantillons biologiques entre eux est nécessaire, ce qui veut dire une normalisation des quantités d’ADN des produits de PCR utilisés pour préparer les fragments séquençables sur MiSeq. Cette normalisation peut intervenir après la purification des produits de PCR spécifique ou des produits de PCR d’indexation. Si le nombre d’échantillons est supérieur à 96, les normalisations inter-individus ne sont pas réalisables.
Chaque opération de normalisation signifie une purification individuelle de chaque échantillon suivie d’un dosage en fluorescence pour procéder ensuite au mélange équimolaire des différents échantillons. 

1. Les extractions des ADN et les premières PCR locus spécifiques seront effectuées par le demandeur. Un volume de 25 µL est nécessaire pour la suite du protocole.
2. La qualité et la quantité des produits d’amplification seront contrôlées par électrophorèse avant qu’ils ne soient apportés dans une plaque 96 puits à GenSeq, accompagnés des photos des gels. Si ce n’est pas possible, alors GenSeq effectuera un contrôle qui sera facturé.
3. Les produits de PCR seront purifiés avant de procéder à la deuxième PCR par le plateau GenSeq. S’il y a moins de 96 échantillons et plusieurs régions-cibles amplifiées séparément pour chaque échantillon, il est possible de purifier séparément les amplicons puis de les doser s’il est nécessaire de normaliser leur concentration respective (par exemple avant de les combiner de façon équimolaire en un seul tube - voir R1 et R2). Sinon, Les produits de PCR seront purifiés par lot identifié d’échantillons et / ou plaque 96 puits avant de procéder à la deuxième PCR.
4. Une deuxième PCR sera réalisée avec des amorces fournies par GenSeq. Elle complète la construction de fragments d’ADN compatibles avec le séquençage Illumina. Ces amorces permettent le multiplexage d’un maximum de 384 échantillons avec utilisation unique de chaque index pendant le séquençage. Cette PCR sera réalisée séparément pour chaque lot d’échantillons et/ou par plaque 96 puits fournie.
5. Si le nombre de produits de la deuxième PCR ne dépasse pas 96, ils peuvent être purifiés et dosés en fluorescence afin de procéder à un multiplexage équilibré de tous les échantillons (voir R2). Un dosage par qPCR de ce multiplexe (banque finale) sera alors réalisé pour optimiser la quantité de produit à déposer sur le séquenceur.
S’il est compris entre 96 et 384, les produits de deuxième PCR seront alors poolés par lot / plaque de 96 indexations et un aliquot de chaque pool sera purifié, analysé sur Fragment Analyzer et dosé par qPCR afin de procéder à un multiplexage équilibré des différentes plaques et constituer le pool d’amplicons final.
6. En cas d’élimination insuffisante des dimères d’amorces, une nouvelle purification sera réalisée suivie d’un nouveau passage sur Fragment Analyzer.
7. Le séquençage sera réalisé sur le MiSeq du plateau GenSeq.
Restitution des résultats : Le plateau GenSeq mettra à disposition les résultats sur un serveur. Ils consisteront en un fichier archive contenant les séquences dé multiplexées correspondant à chaque combinaison d’index et donc à un échantillon biologique initial. Si par contre plusieurs amplicons par échantillon ont été combinés avant l’indexation, alors les séquences de ces amplicons seront délivrées en mélange dans chaque fichier archive.
Remarque importante :
Pour la partie analyse d’amplicon 16S bactérien ou cluster ribosomique fongique, il sera possible de procéder à une analyse secondaire automatique avec les logiciels fournis avec le séquenceur (basée sur le pipeline RDP et la base de séquences GreenGenes ou UNITE). Cela consistera en une évaluation de la qualité de l’expérimentation et d’une identification des groupes taxonomiques présents dans les échantillons. Une autre analyse plus détaillée est également possible à partir d’un pipeline développé en collaboration avec la plateforme MBB basé sur DADA2 et qiime). Il pourra être possible de mettre en place une base de données de séquences de références adaptée à chaque projet, mais cela ne sera fait qu’à titre expérimental.
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