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Objectifs:

Le plateau de génotypage propose différents outils d’analyse du

génome:

¢ Leséquencage NGS (New Generation Sequencing)

e Lapréparation d’échantillons pour le séquencage NGS (GBS, Rad-
Sequencing, RNA-Seq, Small-RNA, de novo sequencing), et le
ségquencgage Sanger.

¢ Lapréparation de PCR a haut débit.

¢ L’analyse de fragments d’ADN (Microsatellites)

¢ Ladétection des SNPs par chimie KASPar.

¢ Laconstruction de banques (SSR, BAC, cDNA), leur caractérisation et
leur utilisation.

L’activité du plateau est largement tournée vers la formation et le
support technique aux utilisateurs.

Equipements:

1-) Séquenceurs:

¢ 1séquenceur MiSeq (Illumina) : jusqu’a 15Gb de données de
séquencage et 2x300pb de longueurs de fragments / 63 heures

* 1séquenceur Capillaire (Applied Biosystem) : 3500XL, 7000 SSR point
de données/jour

Séquenceur llumina MiSeq

Séquenceur Applied ABI 3500 XL

2-) Outils de robotique et de préparation d’échantillons:

¢ 1robot Biomek FX double téte (Beckman) (96 et 8 canaux):
Préparation d’ADN et de banques NGS

¢ 1robot Biomek FX simple téte (Beckman) (96 canaux) dédié a
I’extraction d’acides nucléiques.

¢ 1robot Biomek NX (Beckman) (96 canaux, pipetage et distribution) :
préparation de plaques 384 puits, 24 plaques/heure ; réarrangement
post-PCR.

* 1 QPIX Il XT (Genetix): Piqueur de colonies: 4000 colonies/heure ;
réplication de plaques 384 ou 96 puits: 500 plaques/jour ; Impression
de membranes de nylon haute densité: 24 membranes/jour.

¢ 1Q-Fill2 (Genetix) : distribution de solutions en plaques 96 - 384
puits.

e 1 Access Array (Fluidigm): préparation d’ amplicons pour du
séquencage NGS.

Plateau de génotypage

Activités et équipements

Responsable du plateau:
Pierre Mournet
pierre.mournet@cirad.fr
geno-agap@cirad.fr
Tel: +33 4 67 61 49 26
Fax: +33 4 67 61 56 05

http://www.gptr-Ir-genotypage.com
Cirad, UMR AGAP, Avenue Agropolis,
34398 Montpellier cedex 05, France

3-) PCR en temps réel:

e 1 Lightcycler 480 (Roche) : PCR en temps réel/ génotypage SNP:
1536 points de données/jour

* 1Biomark (Fluidigm) : PCR en temps réel/ génotypage SNP:
27648 points de données/jour

Fluidigm Biomark

Roche LC480

Savoir faire:

Projets menés sur le plateau

* Recherche de marqueurs moléculaires

* Cartographie génétique, études d’associations et analyse de
caractéres quantitatifs.

* Analyse de diversité génétique et de génétique des populations.

* Sélection assistée par marqueurs.

*  Production et gestion de banques génomiques d’inserts de
grande taille pour la structuration génétique et la génomique
comparative chez les végétaux.

GBS (Genotyping By Sequencing), a powerfull tool to define
diagnostic markers for the detection of ancestral genomes
introgressions in secondary citrus species.

(P. Ollitrault personal communication, 2015)
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Interspecifics hybridizations of four ancestral Citrus taxa
are at the origin of the secondary species

Principal Co-ordinate Analysis of 116 Citrus genotypes
using 4747 SNP markers.
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Consignes d’utilsation du plateau: Sites Web:
Pour utiliser certains équipements du plateau de génotypage, vous http://www.gptr-Ir-genotypage.com
devrez étre habilités (voir I'enregistrement :Enr-SCI-Gen-001 & 002).
Puis, vous devrez: Instruction d’accueil :
*  Remplir la fiche d’accueil. http://intranet-umr-agap.cirad.fr/laboratoires-et-serres/lavalette-
¢ Recevoir votre nom d’utilisateur et votre mot de passe pour accéder bat.3/genotypage
au site de réservation GRR.
* Réserver les équipements. Fiche d’accueil:
* Réaliser vos manipulations de laboratoire. http://gohelle.cirad.fr/limesurvey/index.php?sid=66153&newtest=
*  Récupérer vos données brutes. Y&lang=fr
Vous devez arriver avec des ADN de bonne qualité, une banque NGS,
des amorces microsatellites, ou des sondes SNP compatibles avec nos GRR Réservation des équipements :
modes opératoires. http://resa-genotypage.cirad.fr

L'utilisation des séquenceurs capillaire et MiSeq est réservé au ’
personnel dédié du plateau. -

Contacts:

* SSR: Aurore Manez aurore.manez@cirad.fr f
* NGS: Héléne Vignes helene.vignes@cirad.fr = ’ i =
* GBS: Pierre Mournet pierre.mournet@cirad.fr E i i =
* SNP et robotique: Ronan Rivallan ronan.rivallan@cirad.fr - o

* Assistante Administrative : Corinne Poitout: corinne.poitout@cirad.fr

Exemple de tarifs (Octobre 2016):

(Pour les détails des prix actualisés, consultez I'adresse : http://www-gptr-Ir-genotypage.com/tarifs/plateau-de-genotypage-sequencage-cirad )

Génotypage microsatellite Prix Prix de la Génotypage SNP (Chimie Kasp ) Prix Prix de la
Académique donnée Académique donnée

microplaque 96 sur ABI 118.20 € 0.21€ LSNP sur plaque 96, LC480 26.30€ 0.27¢
(6 marqueurs)

1 SNP sur plaque 384, LC480 78.90 € 0.21€
microplaque 384 sur ABI 278.40 € 0.12€ 48*48 Puce Fluidigm, 1€ 018 €
(6 marqueurs) )

Biomark

48 SNP sur 48 échantillons

Biomark

96 SNP sur 96 échantillons

Miseq reagent kit v2 50 cycles 1056 €
Miseq reagent kit v2 150 cycles 1158 €
Miseq reagent kit v3 300 cycles 1346 € GB§ ) .
(Co(t de préparation d’une banque)
Miseq reagent kit v2 500 cycles 1507 € GBS 48 plex (Pstl, Apekl) 412 €
Mi t kit v3 600 cycl 1971 €
B e el GBS 96 plex (Pstl, Apekl) 524 €
Miseq reagent kit v2 500 cycles 1507 € %J
{
Miseq reagent kit v2 NANO 300 cycles 588 € GBS 384 plex (Pstl, Apekl) 889 € =
Miseq reagent kit v2 NANO 500 cycles 647 € ‘
(
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