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1. [bookmark: _Hlk183162616]Compléter les parties en jaune et renvoyer à genseq-contact@umontpellier.fr
1. Projet
- Acronyme projet :  xx
- Objectif projet :   
- Taxon étudié : xx
- Risques chimiques, biologiques ou autres? xxx

2. Utilisateur du plateau
- NOM Prénom : xx	 
- E-mail institutionnel :     xxx@	
- Tél. :  xx
- Statut : xxx					Date de fin de contrat :   xx
- UMR :	 xxx				Equipe :  xxx


3. Porteur scientifique du projet (responsable des crédits)
- NOM Prénom: xxx	 
- E-mail institutionnel: xxx@
[bookmark: _Hlk183162592]- Statut : xxx	
- Tél. : xxx 
- Laboratoire et Equipe:  xxx
- Adresse : xxx
 

4. Crédits utilisés pour régler les factures 
Origine des crédits (privés UM, CNRS, …) : xxx

  
5. Remerciements GenSeq
[bookmark: _Hlk184113460]“Data presented in this publication were partly produced through the GenSeq technical facilities of MEEB (CNRS and University of Montpellier) hosted by ISEM (CNRS, University of Montpellier and IRD).”
  
Merci de nous envoyer les publications correspondantes !


Description du projet
Technologie envisagée : Séquençage massif sur appareil MiSeq des produits de produits PCR contenant des microsatellites. Les microsatellites ont été produit selon la méthode, Leplais et al. 2020.
Locus ciblés :
Nombre de locus (supérieur à 20) : 20
Taille du plus petit locus : xxx
Taille du plus grand locus : xxx

Nombre d’échantillons (maximum 380 par run):
Profondeur moyenne visée / locus/ échantillon : Min : 500X/40 locus/384 ind
Note cette profondeur est parfaitement théorique, une variabilité est attendue entre locus et entre échantillon. Il faut également noter que le nombre de reads potentiel annoncé par Illumina est une valeur maximale qui n’est atteinte que dans certaines conditions. En réalité nous obtenons à peu-près 80% de cette quantité maximale/
Choix de la longueur de séquençage : Kit V2 PE 2x250
Remarques éventuelles : 
Organisation de l’expérience

Nous proposons une stratégie combinée entre l’approche préconisée par Illumina : 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (ref. 15044223) et la méthode développée dans l’article Leplais et al. 2020 Fast sequence-based microsatellite genotyping development workflow. 
Partie faite par l’utilisateur
* Les extractions des ADN seront effectuées par le demandeur. Un volume de 10 µL est nécessaire pour la suite du protocole. Il est recommandé d’utiliser la Taq Qiagen multiplex.
* L’utilisateur commandera des amorces spécifiques des locus ciblés comprenant une séquence additionnelle en 5’ qui permet l’ancrage des amorces Illumina pour le séquençage (en bleu ci-dessous)
- Pour l’amorce amont :
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[séquence locus spécifique]3’
- Pour l’amorce aval :
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[séquence locus spécifique]3’
* L’utilisateur vérifiera le succès d’amplification en simplex de tous les locus sur quelques individus. Les résultats seront contrôlés sur gel d’agarose.
Partie faite par GenSeq	Comment by Cathy Liautard-Haag: Pour le moment on croit à 300% à la méthode de triple PCR et on dit qu’une purif de la première PCR n’est pas nécessaire
* Lors de la première utilisation des locus sur la plateforme, l’absence de dimère d’amorce sera contrôlée sur 11 échantillons au fragment analyser. 
Note : si des dimères d’amorces sont présents, la stratégie sera discutée. Soit l’amplification des locus sera optimisée, soit si la taille des locus le permet une purification des amplifications sera faite (80cts/échantillon)
* Une deuxième PCR sera réalisée avec des amorces fournies par GenSeq. Elle complète la construction de fragments d’ADN pour les rendre compatibles avec le séquençage Illumina. Nous avons maximum 384 index différents, ainsi par run de séquençage nous ne pouvons passer que 380 échantillons différents, 4 puits étant réservé aux contrôles négatifs de GenSeq.
Note : il nous est possible de séquencer dans un run plus de 384 échantillons mais cela vous enlèvera la possibilité de supprimer les reads « hybrides » résultant d’index-hoping, ie recombinaison entre deux clusters proches sur la flow-cell de séquençage
* Lors de la première utilisation des locus sur la plateforme un run de petit débit (Nano-) sera fait pour vérifier que tous les locus sont bien amplifiés et à peu près équilibrés entre eux.
* Une fois la méthode au point sur la plateforme, les banques seront séquencées avec des cartouches classiques MiSeq


[bookmark: _Hlk183163322][image: ] Les résultats obtenus sur notre séquenceur haut-débit ainsi que les échantillons et les banques fabriquées sont stockés sur notre système de sauvegarde pendant 3 mois. Nous ne conservons jamais les résultats obtenus sur la plateforme MGX.

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.



Facturation :
La grille tarifaire ci-dessous est basée sur le calcul du coût complet d’un séquençage. Le coût complet englobe non seulement les réactifs mais aussi le temps machine et certains frais environnementaux. Le montant réel de la prestation sera calculé à l’aide du tableau ci-dessous dès que toutes les parties seront d’accord sur son contenu.
	Phase Test
	Coût unitaire
	Quantité
	Total

	Purification d’un produit de PCR (un amplicon)
	
	
	

	Préparation d'une banque amplicon, par échantillon
	
	
	

	Dosage qualitatif et quantitatif d'une banque (Fragment Analyzer + qPCR)
	
	
	

	Dosage qualitatif sur Fragment Analyzer
	
	
	

	Run MiSeq Nano Kit v2 (500-cycles)
	
	
	

	Run MiSeq Nano Kit v2 (300-cycles)
	
	
	

	Total Tests
	
	
	

	
	
	
	

	Génotypage routine
	
	
	

	Purification d’un produit de PCR (un amplicon)
	
	
	

	Préparation d'une banque amplicon, par échantillon
	
	
	

	Dosage qualitatif et quantitatif de 4 banques (Fragment Analyzer + qPCR)
	
	
	

	Séquençage MiSeq 50 cycles (kit compris)
	
	
	

	Séquençage MiSeq 150 cycles (kit compris)
	
	
	

	Séquençage MiSeq 300 cycles (kit compris)
	
	
	

	Séquençage MiSeq 500 cycles (kit compris)
	
	
	

	Séquençage MiSeq 600 cycles (kit compris)
	
	
	

	
	
	
	

	Total génotypage routine
	
	
	

	TOTAL
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