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Une matrice de qualité: la béte noire

‘ NoOs prérequis \

Troubles, sueurs froides
1 Librairie chez les chercheurs

660/280 =1,8-2 \

Pureté
260/230 =2-2.2

Quantité | >10ug (intercalant)

Qualite \Pic majoritaire > 20@

Vérifiés par des controles qualité

(Nanodrope, Qubit, fragment analyser...)
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Pourqum tant de purete’?

Polysaccharides Polyphenols Metabolites secondaires

Lypopolysaccharides Proteines Résidus de I'extraction
Residus de milieu de culture ~ LIPIdes Chitines / Pigments

:> Inhibe certaines étapes de la création de la librairie

Eronture d'éthidium

4 >
!
Q A
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Pourguol viser haut ?

Production (Mb) = Nbre puits X longueur librairie

Nbre puits =33-50% des 155000 puits

Longueur de la librairie= Taille ADN de departs
+ résistance

Dépasser les zones difficiles

Zones repétées

Microsatellites

Centromeres

Assembleurs = Utilisation des + longues séquences corrigées
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Pourguol viser haut ?

Bonne production (Gb) )

ADN librairie Couverture importante Geénome
grande taille m) grande taille > de
(>20 kb) (>15kb) Survoler les zones repétées qualite

Meilleur assemblage

| ADN peu dégradé > 20 kb |
| Photo Gel /champs pulsé ]
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Pourguoi des tonnes?

Ligation
ADN, # Shearing # ExoVIl + réparations #
Valide Exo I11-VII

10-15ug 7,59 5ug 3,7ug
1,7ug

| 10-15 pg ADN |

| par librairie |
| (dosage intercalant) |

500ng Sizing

424ng

154 ng

12-2 SMRTcells Préparation RUN Librairie

http://get.genotoul.fr
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Le graal n'existe pas !

Protocole/kit magique

Pureté fantastique
Presque rien
Quantité importante
materlel Haut poids moléculaire

Résistance
\ Composition
Espece é _ g
Taille/structure génome

Protocole ) Cultivable
. > Rareté -<:
adapte Sauvage

De novo

Méthylation
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Nos conseils!
ST Congeélation
Traitement
Lyse chimique douce > Lyse chimique forte >>> Lygque

Limiter la dégradation Prélévement

R Eviter les centrifugations sur colonne
=\
’@3‘: De la douceur | No Vortex
Y Augmenter temps de solubilisation

Choisir le bon tissu

Réessayer les « anciens » protocoles de « Current protocols of Biology »

| Contactez nous tres tot |
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Quelques éecueils!

« Ale Il Alell wees ratios sont pas terribles!! Vite une purification »

Effet dévastateur d’une purification sur colonne

Perte de 20 kb
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Résistance et fragilité!

Résistance de 'ADN =Protocole extraction

35
Effet du CTAB |~ .
\ \.7 —
25
20
.y . ==CTAB
Fraglllsathn 15 \\v/ == Autre
10
5
leralrle + petlte ° Purif | S/E/R | Ligation/Exo | Sizing

http://get.genotoul.fr



Nos prérequis

Vos projets

‘ B (G

Leurs specificites
260/280 =1,8-2 LEPOSSIBLE urs spécifici

260/230 =2-2,2 EST DEJA FAIT

St Leurs limites
>10ug (intercalant)
Pic majeur > 20kb LIMPOSSIBLE
EST ECE%COURS Vous accompagner
POUR LES Essayer/tester
Meilleur résultat PREVOIR 48H Meilleur résultat
possible DE DELAI possible

NDOUr vos projets
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Merci de votre attention
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