- Price calculation –

Genotyping of Northern Flickers

A) Testing 14 flickers with 15 non-labeled microsat primers
ca. 1100 €

15 non-labeled primer pairs (A3, A4, A108, A119, B6, B12, B103, C3, C6, C10, C102, C111, D1, D8, D112 -> 15x 65 €)




975 €

100 PCRs with non-labeled primers:






Taq polymerase

ca. 24 €






consumables


ca. 24 €










ca. 48 €

Electrophoresis (300 samples)






Agarose


ca. 30€






chemicals


ca. 30€










ca. 60 €

B) Testing 14 flickers with 15 labeled microsat primers

ca. 1594 €

15 labeled primer pairs (A3, A4, A108, A119, B6, B12, B103, C3, C6, C10, C102, C111, D1, D8, D112 -> 15x 92,88 €)




ca. 1400 €

Multiplex PCR:

Multiplex Mix for 200 PCRs reactions 



ca. 40 €

consumables







ca. 24 €

Run on sequencer:

200 runs 







ca. 130 €

DNA extraction of 100 flickers 




ca. 296€

100 DNA extractions with kit:

kit



146 €

consumables


120 €

addit. chemicals

30€




ca. 296 €

Sexing of 100 flickers 





ca. 90 €

100 sexing PCRs with labeled primers:

1 oligo pair


6 €

Taq polymerase etc

8 €

consumables


10 €







ca. 24 €

Run on Alex (100 samples)







ca. 65€

Genotyping 100 flickers 15 microsat markers


ca. 425

Multiplex PCR:

(not including 15 labeled primer pairs (1400€) and DNA isolation (296€) - see above)

Multiplex Mix for ca. 500 PCRs reactions



ca. 100 €

Run on sequencer:

ca. 500 runs 







ca. 325 €

- COMMANDE  -

EXTRACTION

· eppendorfs 1,5 ml : 

· ROTH

· Reaktionsgeffase 1,5 ml

· Ref : 4182.1

· Tris-HCL 1M : 

· ROTH, SIGMA

· High purity

· MgCl2 1M : 

· ROTH, SIGMA

· High purity

· KCL 1M : 

· ROTH, SIGMA

· High purity

· Tween 20 : 

· SIGMA

· Proteinase K 1M : 

· Fermentas

· Ref : EO0491

PCR

· plaques PCR

· Kisker steinfurt

· Plaque PCR 96 puits

· Ref : G060/H/1E

· Kit multiplex

· Quiagen

· Multiplex PCR kit

· Ref : 206145

SEQUENCEUR

Séquenceur de 2eme main : AME Biosciences





Mats Bergstroem
mats@amebioscience.com





3135 Toroed





Norway

· primers

· Applied Biosystems

· Oligo pairs

· 450056

· Colour set : G5 (6-FAM, VIC, PET, NED, LIZ (marker orange GS-LIZ Size standard 500)

· Formamide

· Applied Biosystems

· Formamide

· Ref : 4311320 (for sequenceur ABI 3100 or 3130)

· Polymer

· Applied Biosystems

· Polymer POP-4

· Ref : 4316355 (for sequenceur ABI 3100)

· REf : 4363752 (for sequenceur ABI 3130)

· Running buffer

· Applied Biosystems

· 10x EDTA

· Ref : 402824 (for sequenceur ABI 3100 or 3130)

FICHE 1 SUR 4 – EXTRACTION D’ADN

ATTENTION TOUJOURS RANGER LES INDIVIDUS PAR ORDRE CROISSANT (tenir compte des numéros dans la centrifugeuse, utiliser le sens de lecture sur les bloques chauffant donc de gauche à droite et de bas en haut, disposer les individus de A1 jusqu'à A12 puis de B1 jusqu’à B12 et ainsi de suite sur les plaque)

Extraction d’ADN à partir de poils

· Découper une quinzaine de bulbes

· Les placer dans un tube eppendorf de 1,5mL

· Répéter l’opération pour 96 individus

· Placer l’ensemble des individus sur un portoir de 96 tubes (attention ordre des individus cf. en gras si dessus)

· Ajouter 50 µL de tampon de lyse dans chaque tube

· Centrifugation 1min à 11 000rpm

· Incubation 80 min à 66°C : action de la PK

· Centrifugation 1min à 11 000rpm

· Incubation 20min à 96°C : destruction de la PK

· Centrifugation 1min à 13 000rpm

· Prélever 15µL du surnageant et les placer sur une « plaque PCR » (conserver  la disposition présente sur le portoir 96 tubes) pour utilisation future ; noter le nom de la plaque+extraction sur la plaque; noter le numéro de la colonne (1 jusqu’a 12) sur les bouchons de la ligne A ; stockage au frigo jusqu’à utilisation si dans la journée, autrement stockage congélateur.

Note : un cone différent pour chaque prélèvement

· Les tubes d’extraction sont conservés au congel dans les boîtes carres blanche « Extraction année » (ex : Extraction 2007).

· Remplir le fichier routine_extract.xls de l’année correspondante

Extraction d’ADN à partir de tissus

· Découper moins de 1mm3 de tissu et le découper en petit morceau

· Le placer dans un tube eppendorf de 1,5mL

· Répéter l’opération pour 96 individus

· Placer l’ensemble des individus sur un portoir de 96 tubes (attention ordre des individus cf. en gras si dessus)

· Ajouter 50µL de tampon de lyse dans chaque tube

· Centrifugation 1min à 11 000rpm

· Incubation 120min à 56°C : action de la PK (peut être allongé jusqu’à overnight si constat d’une lyse faible des tissus)

· Centrifugation 1min à 11 000rpm

· Incubation 20min à 96°C : destruction de la PK

· Centrifugation 1min à 13 000rpm

· Prélever 15µL du surnageant et les placer sur une « plaque PCR » (conserver  la disposition présente sur le portoir 96 tubes) pour utilisation future ; noter le nom de la plaque+extraction sur la plaque; noter le numéro de la colonne (1 jusqu’a 12) sur les bouchons de la ligne A ; stockage au frigo jusqu’à utilisation si dans la journée, autrement stockage congélateur.

Note : un cone différent pour chaque prélèvement

· Les tubes d’extraction sont conservés au congel dans les boîtes carres blanche « Extraction année » (ex : Extraction 2007)

· Remplir le fichier routine_extract.xls de l’année correspondante

Les premières et deuxièmes étapes de centrifugation permettent simplement de s’assurer que les tissus ou poils à extraire plongent bien dans le tampon de lyse. Si c’est d’ors et déjà le cas, pour gain de temps, elles peuvent être sautées. La dernière étape de centrifugation permet de rassembler un maximum les impuretés dans un culot.

Composition du tampon de lyse :

	
	Concentration finale
	Pour 100mL

	Tris-HCl 1M
	20 mM
	2 mL

	MgCl2 1M
	1.5 mM
	150 µL

	KCL 1M
	25 mM
	2.5 mL (188.258 mg dissous dans 2.5 mL d’H20)

	Tween20
	0.50 %
	0.5 mL

	H2O DNA/RNA free
	
	94.357 mL

	PK
	0.1 mg/mL (poils)

0.4 mg/mL (tissus)
	492,61 µL

1970.44 µL




Tampon de lyse pour poils aliquoté en 1 mL et stocké au congel. Préciser TE-P sur le bouchon si tampon pour poil et TE-T si tampon pour tissu

Note : Possibilité pour le tampon pour les tissus de rajouter 14.8 µL (de PK à 20.3 mg/mL) ou 50 µL (de PK de Sylvia) par mL de tampon, soit dans chaque aliquote de tampon de lyse préparé pour les poils 

· FICHE 2 SUR 4 – UTILISATION DU SPECTROPHOTOMETRE

· Allumer l’ordinateur

· Cliquer sur Nucleic acid

Initialisation du spectro :

· Placer 1.5 µL d’eau sur le « capteur », rabaisser le bras

· Cliquer sur OK

· Essuyer le « capteur » et la « tête du bras »

Faire le blanc :

· Placer 1.5 µL du tampon de lyse utilisé (tampon de lyse poil si on mesure des poils ou tampon de lyse tissu si l’on mesure des tissus)

· Régler le curseur à 260 nm

· Cliquer sur Blank

· Essuyer le « capteur » et la « tête du bras »

Faire une mesure :

· Placer 1.5 µL de la solution d’extraction

· Indiquer le numéro d’échantillon

· Cliquer sur Measure

Note : refaire la mesure si l’on obtient une valeur négative

Voir la table de résultats et la sauvegarder :

· Cliquer sur Report

· Cliquer sur l’onglet Report

· Puis Save report

· Puis Export table report only

Les valeurs doivent se trouver entre 15 et 100 ng/µL d’ADN. Si ce n’est pas le cas, l’ADN doit être dilue dans les plaques d’extraction avec de l’eau pure

· FICHE 3 SUR 4 – AMPLIFICATION MULTIPLEXEE

Préparation des amorces diluées :

UTILISER DES CONES A FILTRE

- mettre dans un tube eppendorf 1 volume d’amorce du stock pour 9 volume d’eau ultra pure

- écrire sur le haut du tube l’amorce dont ils s’agit ainsi que son sens (F ou R) 

Préparation des PCR :

PORTER DES GANTS

UTILISER DES CONES A FILTRE

- Préparer la fiche de route dans le fichier routine_PCR.xls de l’année correspondante

- S’assurer les machines PCR soient libres ainsi que le séquenceur (éviter de faire attendre des plaques PCR prêtes)

- S’assurer que des amorces diluées sont prêtes 

- Sortir les amorces diluées à 10µM (NE PAS UTILISER LES AMORCES DU STOCK) du congélateur et les placer sur un portoir en les regroupant par Mix

- Sortir un deuxième portoir contenant les individus devant passer à la PCR du frigo ou du congélateur.

- Sortir la plaque d’extraction 

- Préparer les trois mix PCR comme indique sur la feuille de route dans un tube eppendorf en précisant sur le bouchon Mix1, Mix2, Mix3

- Penser à placer les tubes contenant les amorces sur l’autre portoir, une fois qu’elles ont été prélevées

- Sortir 8 tubes PCR, les placer en ligne sur un portoir 

- Sortir une plaque PCR

- Noter le nom de la plaque PCR+Mix1

- Placer 125µL de Mix1 dans chacun des huit tubes PCR

- Placer a l’aide d’une pipette multicanaux 9 µL de Mix 1 dans chaque puit de la plaque PCR

Note : une plaque peut être fait avec huit cones

- Placer a l’aide d’une pipette multicanaux 1 µL d’ADN (plaque extraction) dans chaque puit de la plaque PCR Mix1

Note : 96 cones sont nécessaires

- Placer les bouchons immédiatement après remplissage d’une colonne

- Assurer vous que les puits soient bien fermes (utilisation du marqueur pour enfoncer les bouchons)

- Noter le numéro de la colonne (1 jusqu’a 12) sur les bouchons de la ligne A

- Placer la plaque dans la centrifugeuse pour  un pulse à 3000 rpm

- Sortir 8 tubes PCR, les placer en ligne sur un portoir

- Sortir une plaque PCR

- Noter le nom de la plaque PCR+Mix2

- Placer 125µL de Mix2 dans chacun des huit tubes PCR

- Placer a l’aide d’une pipette multicanaux 9 µL de Mix 2 dans chaque puit de la plaque PCR

Note : une plaque peut être fait avec huit cones

- Placer a l’aide d’une pipette multicanaux 1 µL d’ADN (plaque extraction) dans chaque puit de la plaque PCR Mix2

Note : 96 cones sont nécessaires

- Placer les bouchons immédiatement après remplissage d’une colonne

- Assurer vous que les puits soient bien fermes (utilisation du marqueur pour enfoncer les bouchons)

- Noter le numéro de la colonne (1 jusqu’a 12) sur les bouchons de la ligne A

- Placer la plaque dans la centrifugeuse pour  un pulse à 3000 rpm

- Sortir 8 tubes PCR, les placer en ligne sur un portoir

- Sortir une plaque PCR

- Noter le nom de la plaque PCR+Mix3

- Placer 125µL de Mix3 dans chacun des huit tubes PCR

- Placer a l’aide d’une pipette multicanaux 9 µL de Mix 3 dans chaque puit de la plaque PCR

Note : une plaque peut être fait avec huit cones

- Placer a l’aide d’une pipette multicanaux 1 µL d’ADN (plaque extraction) dans chaque puit de la plaque PCR Mix3

Note : 96 cones sont nécessaires

- Placer les bouchons immédiatement après remplissage d’une colonne

- Assurer vous que les puits soient bien fermes (utilisation du marqueur pour enfoncer les bouchons)

- Noter le numéro de la colonne (1 jusqu’a 12) sur les bouchons de la ligne A

- Placer la plaque dans la centrifugeuse pour  un pulse à 3000 rpm

- Placer chacune des plaque dans une machine PCR (garder l’ordre machine1 contient mix, machine2 contient mix2...) au programme spécifier sur la feuille de route

- Placer les plaques au frigo en attendant le séquençage

Informations subsidiaires

Microsatellites utilises


[image: image1.emf]Locus Motif répété Séquence (de 5’ vers 3’) Marqueur

Bibl1 Sens CTG AAG CAG CCA TCC AGT A Fam

Antisens ATG GTT CTC CAC CAC TAG C

Ma001 Sens AGG GGA ACA GAA CCA AAA GG Fam

Antisens GTT TCT TCC AGG GAC AAA GCA CCA TC

Ma066 Sens AAT ATG TTA AGG CAG TTC TAG C Fam

Antisens GTT TCT TCC TGA TAT GGA AAG ATG ATG T

Ma091 Sens CCT GTG TGA GTC CTG GAG TC Fam

Antisens AGC CAT TTA GGT TAC ATC TGC

MS45 Sens CTG TCT CTT TGT CCC TGC C Fam

Antisens CTC CTT ACC ATC ATC TTT CCG

Bibl4 Sens CCT AGG TTC AGT CTT CAA CAC A Pet

Antisens TGG TGT TGC CAT TGT TCT

Bibl18 Sens ATG GTC ATG GAA GGG AAG Pet

Antisens GGC ATC TTC ACA GTT GAT CT

Bibl20 Sens ATT CTC TAG TCG TTA ACA AGA TC Pet

Antisens CAC CAG TGA AAC TAC ATA CAG TG

Ma018 Sens ATC CGT CCA ATA AAG AAA TTC Pet

Antisens GTT TCT TGT GGC TCA GTG GTC AGA TG

Ma002 Sens CAT TTA GAC GCA CAT TTT G Ned

Antisens GGG ATG GAG AAT GAG GAA G

Bibl31 Sens TTA CAC CTT CTC TGG CTC C Ned

Antisens TCT GAG CGG ATT GTC TTT AT

MS47 Sens CCT GAT GTA GTC AGT CAG Ned

Antisens TGT GGG AAA TGG CAC ATC

MS53 Sens ATT GAG GAG CAG CAT CTA GG Ned

Antisens TCA GGG AAA GGC AGA CCT G

MS6 Sens CTG ATG GGG TTA AGA TTG CC Vic

Antisens CCC CAC TGA CCC ACC TCC

MS41 Sens GGT GTA TAT GGG AAT AGG GGG Vic

Antisens GCC TTC AAA TCA AAG CAG GTT G

MS56 Sens CAG ACT CCC ACC AGT GAC C Vic

Antisens CCT GAT CTA TGT AGG TTC CAT

ST7 Sens GAA TCT TGA CTC CTG AGA TA Vic

Antisens CCA TCT CCT GAC ATT TAA TA

ST10 Sens TTG TGA TCC TCC AGG GAG TT Vic

Antisens GTG ATT TCC AAA CCC CAT TC

Type 

d’amorce

(CA)15C4(CA)6

(CA)14

(CA)20

(GT)13

(CA)13

(CA)21

(GT)4TC(GT)3AT(G

T)7GAGG(GA)4TT(

GA)3AA(GA)11

(GT)18

(GT)20

(GT)11

(CA)14

(TGG)7T(GT)2AT(G

T)7AT(TG)8

(GA)25


	Microsatellite concerné
	Type d’amorce
	Séquence (de 5’ vers 3’)
	Marqueur

	Bibl1
	Sens
	CTGAAGCAGCCATCCAGTA
	Fam

	100-114
	Antisens
	ATGGTTCTCCACCACTAGC
	

	Ma001
	Sens
	AGGGGAACAGAACCAAAAGG
	Fam

	306-310
	Antisens
	GTTTCTTCCAGGGACAAAGCACCATC
	

	Ma066
	Sens
	AATATGTTAAGGCAGTTCTAGC
	Fam

	235-245
	Antisens
	GTTTCTTCCTGATATGGAAAGATGATGT
	

	Ma091
	Sens
	CCTGTGTGAGTCCTGGAGTC
	Fam

	163-178
	Antisens
	AGCCATTTAGGTTACATCTGC
	

	MS45
	Sens
	CTGTCTCTTTGTCCCTGCC
	Fam

	109-113
	Antisens
	CTCCTTACCATCATCTTTCCG
	

	Bibl4
	Sens
	CCTAGGTTCAGTCTTCAACACA
	Pet

	175-193
	Antisens
	TGGTGTTGCCATTGTTCT
	

	Bibl18
	Sens
	ATGGTCATGGAAGGGAAG
	Pet

	138-150
	Antisens
	GGCATCTTCACAGTTGATCT
	

	Bibl20
	Sens
	ATTCTCTAGTCGTTAACAAGATC
	Pet

	206-220
	Antisens
	CACCAGTGAAACTACATACAGTG
	

	Ma018
	Sens
	ATCCGTCCAATAAAGAAATTC
	Pet

	296-298
	Antisens
	GTTTCTTGTGGCTCAGTGGTCAGATG
	

	Ma002
	Sens
	CATTTAGACGCACATTTTG
	Ned

	274-283
	Antisens
	GGGATGGAGAATGAGGAAG
	

	Bibl31
	Sens
	TTACACCTTCTCTGGCTCC
	Ned

	167-173
	Antisens
	TCTGAGCGGATTGTCTTTAT
	

	MS47
	Sens
	CCTGATGTAGTCAGTCAG
	Ned

	182-188
	Antisens
	TGTGGGAAATGGCACATC
	

	MS53
	Sens
	ATTGAGGAGCAGCATCTAGG
	Ned

	135-145
	Antisens
	TCAGGGAAAGGCAGACCTG
	


GGTGTATATGGGAATAGGGGG 

	
	Vic


GCCTTCAAATCAAAGCAGGTTG 

	
	


CAGACTCCCACCAGTGACC 

	
	Vic


CCTGATCTATGTAGGTTCCAT 

	
	


 CTGATGGGGTTAAGATTGCC 

	
	Vic


 CCCCACTGACCCACCTCC 

	
	


TTGTGATCCTCCAGGGAGTT 

	
	Vic


 GTGATTTCCAAACCCCATTC 





Primers at 10µM (in the fridge not the freezer)

Mix 1 (for 1 individual) :

	Primer
	Volume of each primer (R et F) (µL)

	Bibl18
	0.2

	Bibl31
	0.1

	MS41
	0.1

	MS45
	0.03

	Ma002
	0.3

	ST10
	0.1

	Ma001
	0.3

	Bibl4
	0.2


Mix 2 (for 1 individual) :

	Primer
	Volume of each primer (R et F) (µL)

	MS53
	0.1

	MS47
	0.2

	Ma018
	0.2

	Bibl1
	0.14

	Ma091
	0.1

	MS56
	0.05

	MS6
	0.05

	Ma066
	0.2


Mix 3 (for 1 individual) :

	Primer
	Volume of each primer (R et F) (µL)

	Bibl20
	0.2


Primers one by one (for 1 individual) :

	Primer
	Volume of each primer (R et F) (µL)

	All except bibl20 (see Mix3)
	0.2


Amplification mix for one individual :

	Kit Multiplex
	5 µL

	Amorces
	Mix 1 : 2.66 µL

Mix 2 : 2.08 µL (avec Bibl20)

Mix3 : 0.4 µL

Primers one by one except for bibl20 :0.1

	Suspension d’ADN
	1 µL

	H2O
	Qsp 10 µL

	Volume total
	10 µL


Amplification program for Mix1 et Mix2 and primers run one by one except bibl20 (see below mix3)

One pulse 3000 rpm before amplification.

	°C
	
	Time

	95
	
	15 min

	94
	X 28 cycles
	30 sec

	57
	
	90 sec

	72
	
	60 sec

	60
	
	30 min

	4
	
	infinite


Amplification program for Mix3:

One pulse 3000 rpm before amplification.

	°C
	
	Time

	95
	
	15 min

	94
	X 35 cycles
	30 sec

	57
	
	90 sec

	72
	
	60 sec

	60
	
	30 min

	4
	
	infinite


Sequencing as you do usually but on GUSTAV

Mix 1 load alone

Mix2 and Mix3 load together

For the alone primer they can all go together except Bibl11 and MS45

Amorce a 10µM

Mix 1 (pour 1 individu) :

	Marqueur
	Volume de chaque amorce (R et F) (µL)

	Bibl18
	0.2

	Bibl31
	0.1

	MS41
	0.1

	MS45
	0.03

	Ma002
	0.3

	ST10
	0.1

	Ma001
	0.3

	Bibl4
	0.2


Mix 2 (pour 1 individu) :

	Marqueur
	Volume de chaque amorce (R et F) (µL)

	MS53
	0.1

	MS47
	0.2

	Bibl20
	0.7

	Ma018
	0.2

	Bibl1
	0.14

	Ma091
	0.1

	MS56
	0.05

	MS6
	0.05

	Ma066
	0.2


Mix 3 (pour 1 individu) :

	Marqueur
	Volume de chaque amorce (R et F) (µL)

	Bibl20
	0.1


Pour Bibl20 : vu les résultats très variables, il est plus sûr pour la routine de l’amplifier seul et de le multicharger avec le Mix 2 pour le génotypage (et donc garder les mêmes panels et bins).

Milieu d’amplification :

	Kit Multiplex
	5 µL

	Amorces
	Mix 1 : 2.66 µL

Mix 2 : 3.48 µL (avec Bibl20)

Mix3 : 0.2 µL

	Suspension d’ADN
	1 µL

	H2O
	Qsp 10 µL

	Volume total
	10 µL


Programme d’amplification pour Mix1 et Mix2:

Un pulse à 3000 rpm avant amplification.

	°C
	
	Temps

	95
	
	15 min

	94
	X 28 cycles
	30 sec

	57
	
	90 sec

	72
	
	60 sec

	60
	
	30 min

	4
	
	infini


Programme d’amplification pour Mix3:

Un pulse à 3000 rpm avant amplification.

	°C
	
	Temps

	95
	
	15 min

	94
	X 35 cycles
	30 sec

	57
	
	90 sec

	72
	
	60 sec

	60
	
	30 min

	4
	
	infini


· FICHE 4 SUR 4 – GENOTYPAGE

Préparation des plaques séquenceurs

ATTENTION REGLES DE SECURITE FORMAMIDE : ne pas toucher (porter des gants bleus), ne pas respirer, travailler sous hote

- Préparer la fiche de route dans le fichier routine_seq.xls de l’année correspondante

- Préparer le fichier séquenceur a l’aide du fichier MkroGustav500bp.xls 

- Sortir les 3 plaques PCR du frigo

- Vortexer chacune des 3 plaques PCR

- Centrifuger a un pulse à 3000 rpm les 3 plaques PCR

- Sortir 2 plaques PCR, plus 2 plaques de bouchons gris Séquenceur

- Noter la date, l’auteur, le nom du run, Mix1 sur la première

- Noter la date, l’auteur, le nom du run, Mix2+3 sur la deuxième

- Placer 11 µL de mix formamide-marqueur de taille dans chacun des puits des 2 plaques PCR-sequenceur avec la multi-pipette 

- Placer 1.5 µL de mix produit d’amplification de la plaque PCR-Mix1 dans chacun des puits de la panier plaque PCR-sequenceur Mix1 avec la pipette multicanaux

Note : 96 cones sont nécessaires

- Reboucher le plaque PCR-Mix1

- Placer 1.5 µL de mix produit d’amplification de la plaque PCR-Mix2 dans chacun des puits de la deuxième plaque PCR-sequenceur Mix2+3 avec la pipette multicanaux

Note : 96 cones sont nécessaires

- Reboucher le plaque PCR-Mix2

- Placer 1.5 µL de mix produit d’amplification de la plaque PCR-Mix2 dans chacun des puits de la deuxième plaque PCR-sequenceur Mix2+3 avec la pipette multicanaux

Note : 96 cones sont nécessaires

- Reboucher le plaque PCR-Mix3

- Denaturer l’ADN en plaçant les plaques sur le thermocycler a 96°C pendant 5 min afin d’éviter la formation de structure secondaire

- Vortexer chacune des 2 plaques séquenceur

- Centrifuger a un pulse à 3000 rpm des 2 plaques séquenceur

Milieu réactionnel :

15 µL de marqueur pour 1 mL de formamide

Rajouter les runs dans le projet Marmot_routine.

Les bins et panels utilisés au fur et à mesure sont enregistrés dans les dossiers Read. Les ajuster au fur et à mesure puis les exporter dans le dossier Read correspondant.

· FICHE 4 SUR 5 – Fichiers de suivi

Utilisation des fichiers :


Créer une nouvelle page par manip

Dans le dossier : Marmot/genetic/routinexx (xx= year)

 
4 fichiers : 

extract_routine.xls pour rendre compte des extractions

PCR_routine.xls pour créer les feuilles de route PCR

Seq_routine.xls  pour créer les feuilles de route séquenceur

Macro plt creator Gustave to 500 bp.xls

extract_routine.xls

PCR_routine.xls

Seq_routine.xls  

Macro plt creator Gustave to 500 bp.xls

Tools/macro/security : choisir low

Tools/macro/enable : choisir enable

Sauvegarder

Fermer

Reouvrir

Remplir dans la feuille 96 well plate : run name (routinex_mixxx) et operator name

Dans la feuille 96 well : coller la plaque qui se trouve dans le fichier PCR_routine.xls a l’emplacement prévu

Cliquer sur « copy all »

Déplacer les données présentes dans la feuille plate_sheet dans la colonne « sample name » dans la colonne « comment »

Dans la feuille 96 well : coller la plaque correspondant avec la plaque PCR utilisee precedemment se trouvant dans le fichier seq_routine.xls a l’emplacement prevu

Cliquer sur « copy all »

Sauvegarder la feuille plate_sheet en tant que routinex_mixx.txt(tab delimited)

Quitter le fichier

Changer l’extension .txt en .plt

_72860928.xls
Sheet1

		

		Locus		Motif répété		Type d’amorce		Séquence (de 5’ vers 3’)		Marqueur

		Bibl1				Sens		CTG AAG CAG CCA TCC AGT A		Fam

						Antisens		ATG GTT CTC CAC CAC TAG C

		Ma001		(CA)15C4(CA)6		Sens		AGG GGA ACA GAA CCA AAA GG		Fam

						Antisens		GTT TCT TCC AGG GAC AAA GCA CCA TC

		Ma066		(CA)14		Sens		AAT ATG TTA AGG CAG TTC TAG C		Fam

						Antisens		GTT TCT TCC TGA TAT GGA AAG ATG ATG T

		Ma091		(CA)20		Sens		CCT GTG TGA GTC CTG GAG TC		Fam

						Antisens		AGC CAT TTA GGT TAC ATC TGC

		MS45		(GT)13		Sens		CTG TCT CTT TGT CCC TGC C		Fam

						Antisens		CTC CTT ACC ATC ATC TTT CCG

		Bibl4				Sens		CCT AGG TTC AGT CTT CAA CAC A		Pet

						Antisens		TGG TGT TGC CAT TGT TCT

		Bibl18				Sens		ATG GTC ATG GAA GGG AAG		Pet

						Antisens		GGC ATC TTC ACA GTT GAT CT

		Bibl20				Sens		ATT CTC TAG TCG TTA ACA AGA TC		Pet

						Antisens		CAC CAG TGA AAC TAC ATA CAG TG

		Ma018		(CA)13		Sens		ATC CGT CCA ATA AAG AAA TTC		Pet

						Antisens		GTT TCT TGT GGC TCA GTG GTC AGA TG

		Ma002		(CA)21		Sens		CAT TTA GAC GCA CAT TTT G		Ned

						Antisens		GGG ATG GAG AAT GAG GAA G

		Bibl31				Sens		TTA CAC CTT CTC TGG CTC C		Ned

						Antisens		TCT GAG CGG ATT GTC TTT AT

		MS47		(GT)4TC(GT)3AT(GT)7GAGG(GA)4TT(GA)3AA(GA)11		Sens		CCT GAT GTA GTC AGT CAG		Ned

						Antisens		TGT GGG AAA TGG CAC ATC

		MS53		(GT)18		Sens		ATT GAG GAG CAG CAT CTA GG		Ned

						Antisens		TCA GGG AAA GGC AGA CCT G

		MS6		(GT)20		Sens		CTG ATG GGG TTA AGA TTG CC		Vic

						Antisens		CCC CAC TGA CCC ACC TCC

		MS41		(GT)11		Sens		GGT GTA TAT GGG AAT AGG GGG		Vic

						Antisens		GCC TTC AAA TCA AAG CAG GTT G

		MS56		(CA)14		Sens		CAG ACT CCC ACC AGT GAC C		Vic

						Antisens		CCT GAT CTA TGT AGG TTC CAT

		ST7		(TGG)7T(GT)2AT(GT)7AT(TG)8		Sens		GAA TCT TGA CTC CTG AGA TA		Vic

						Antisens		CCA TCT CCT GAC ATT TAA TA

		ST10		(GA)25		Sens		TTG TGA TCC TCC AGG GAG TT		Vic

						Antisens		GTG ATT TCC AAA CCC CAT TC

		(1) Les microsatellites soulignés correspondent à ceux utilisés au CBGP, Montpellier.
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