Laboratorní protokoly ke kurzu

 
´Vývoj mikrosatelitních markerů (SSR)´

KBO/125 
Jiří Košnar, katedra botaniky PřF JU, 2012
Kurz byl financován z projektu FRVŠ 1904/2012
VSTUPNÍ GENOMOVÁ DNA - optimálně 20 µg v objemu <160 µl, její roztok by měl být co nejčistší - nesmí inhibovat enzymatické reakce (možné ověřit např. pomocí PCR; roztok čisté DNA není zabarvený). Koncentrace DNA naměřená spektrofotometricky bývá nadhodnocená, zásadní je, aby genomová DNA na gelu svítila, ideálně jako jasný band:
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RESTRIKCE GENOMOVÉ DNA pondělí odpoledne - ca od 16h
Restrikčními enzymy naštěpíme genomovou DNA na kratší fragmenty, které budou použitelné pro další kroky protokolu (PCR amplifikace, sekvenování apod.). Použijeme enzym štěpící DNA na fragmenty s tupými konci, a který zároveň rozeznává pouze 4-bázový motiv DNA a proto štěpí s relativně vysokou frekvencí (HaeIII nebo RsaI). Kritickým faktorem pro úspěšnost restrikce je kvalita (čistota) DNA - případné kontaminující látky mohou inhibovat restrikční enzymy. S restrikčními enzymy pracujeme na ledu, radši je zbytečně nevyndáváme z mraženého stojánku (jsou v roztoku glycerolu, proto nezamrzají).

1) V 0.5 ml zkumavce připravíme restrikční směs - předpis pro 1 vzorek, reakce o celkovém objemu 200 µl:

buffer C (10x konc.)
20 µl

BSA (10 mg/ml)
2 µl

HaeIII (10U/µl)
20 µl

2) Ke směsi přidáme ideálně ca 20 µg genomové DNA: 

· přidat maximálně 158 µl roztoku DNA

· pokud dáváme menší objem roztoku DNA, tak dorovnat sterilní vodou, aby byl celkový objem reakce 200 µl (např. 20 µl DNA + 138 µl vody)

3) Promícháme proklepáním prstem, krátce stočíme na stolní centrifuze. Každou reakci rozpipetujeme po 100 µl do dvou zkumavek PCR stripu.

4) Inkubace v cykleru - modrý 2 blokový Bioer cykler, program HaeIII_16h (pustit přes noc).

OVĚŘENÍ ÚSPĚŠNOSTI RESTRIKCE úterý ráno
ELFO - 0.8% agarozový gel, naneseme 5 ul produktu restrikce.

Na gelu by měl být vidět smear fragmentů genomové DNA (někdy je trochu vidět i zbytek nenaštípané genomové DNA - indikuje to míň úspěšnou restrikci, na obrázku úplně vpravo).
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PURIFIKACE RESTRIKČNÍ REAKCE úterý ráno
Purifikace odstraní případné kontaminující látky a velmi krátké fragmenty DNA (< 100 bp), které nejsou vhodné pro přípravu knihovny. GENOMED Jetquick PCR Purification Spin Kit využívá kolonky s membránou, na kterou se váže DNA.

1)
Produkty restrikce daného vzorku (celkem 200 µl) přepipetujeme do nové 1,5 ml zkumavky. Přidáme 800 µl roztoku H1 a důkladně promícháme na vortexu. 

2)
Kolonku s membránou vložíme do označené 2 ml zkumavky bez víčka (součást kitu).

3)
Na membránu kolonky přepipetujeme 500 µl směsi z bodu 1.
Centrifugujeme 1 minutu při 12 000 rpm.

4)
Filtrát (= to, co proteklo kolonkou) vylijeme do kádinky, DNA zůstala vázána na membráně. Kolonku vložíme zpět do 2 ml eppendorfky.

5) 
Zopakujeme kroky 3-4 ze zbývajícím množstvím směsi z bodu 1.

6)
Přidáme 500 μl roztoku H2. Centrifugujeme 1 minutu při 12 000 rpm.

7)
Filtrát vylijeme do kádinky (DNA vázaná na membráně je promyta).

8)
Kolonku vložíme zpět do 2 ml eppendorfky a centrifugujeme 1 minutu při maximálních otáčkách (13 800 rpm), abychom důkladně odstranili roztok H2 z kolonky.

9)
Kolonku vložíme do nové označené 1,5 ml eppendorfky a přímo na střed membrány pipetujeme 50 μl sterilní vody. 

10)
Inkubujeme 5 min při pokojové teplotě.

11)
Centrifugujeme 2 min při 12 000 rpm (DNA je uvolněna z membrány a přechází do roztoku).

(Kolonky z kitu po skončení práce nevyhazujeme, vložíme je do lahve s roztokem HCl – konc. 1M, příp. 0.5M)

12) Koncentraci získané DNA změříme na nanodropu – pro další krok budeme potřebovat optimálně aspoň ≥ 50 ng DNA; případně ještě ověříme na ELFO - 0.8% agarozový gel, DNA by měla mít stejný smear jako na gelu před purifikací.

LIGACE úterý odpoledne (začít spíš brzy, ligace běží 20 h!)

Ligací připojíme na oba konce fragmentů krátké kousky dvouvláknové (ds) DNA, tzv. linkery (délka ca 25 bp). Tyto linkery se známou sekvencí slouží v pozdějších krocích jako vazebná místa pro primery a můžeme tak fragmenty amplifikovat pomocí PCR. Vlastní linkery vznikají nasednutím dvou primerů s komplementární sekvencí (ozn. jako linker 1 a linker 2, konec jednoho z nich je pro umožnění ligace fosforylovaný). 

Vlastní ligace probíhá mechanismem spojování tupých konců ds linkerů a fragmentů genomové DNA. Při ligaci hrozí vznik dimerů-polymerů linkerů, protože krátké fragmenty velikosti linkerů se ligují s vyšší účinností než linkery na delší fragmenty genomové DNA. Proto je sekvence linkerů navržená tak, aby při jejich ligaci vznikla sekvence rozeznávaná restrikčním enzymem PdmI, a ten je rozštěpí do původního stavu (enzym je přidán do ligační směsi spolu s enzymem, který štěpil původní genomovou DNA – brání opětovnému spojování fragmentů genomové DNA).
· asi nejdražší krok protokolu, tak pipetovat opatrně!!! (1 vzorek stojí ca 800 Kč)

· s enzymy pracujeme na ledu! – hlavně T4 ligáza je značně citlivá, radši ji zbytečně nevyndáváme z mraženého stojánku

· sekvence linkerů: 

Linker 1: 5' GTTTAGCCTTGTAGCAGAAGC 

Linker 2: (5' phosphorylated): 5' p-GCTTCTGCTACAAGGCTAAACAAAA

ds linker 1+2 se připraví smícháním ekvimolárních množství zásobních roztoků 
(20 pmol/μl) obou linkerů, směs se nechá chvíli inkubovat při pokojové teplotě

1) V 0.2 ml PCR stripu namícháme ligační směs - předpis pro 1 vzorek, reakce o celkovém objemu 70 µl:

10x ligation buffer   


7 μl

ds linker 1+2 (10 pmol/μl)

6 μl

PdmI (= XmnI, 10U/μl)

2 μl

HaeIII
 (10U/μl)       


2 μl

T4 ligáza (3U/μl)    


8 μl

+ celý objem purif. DNA (ca 40-45 μl) + dorovnáme sterilní vodou na celkový objem 70 μl.

3) Promícháme proklepáním prstem, krátce stočíme na stolní centrifuze.

3) Inkubujeme v cykleru - modrý 2 blokový Bioer cykler, program ligace (pustit přes noc):

střídá se 30 cyklů s teplotami: 16 ºC - 30 min (nižší teplota, šetrnější k T4 ligáze), a 37 ºC - 10 min (optimální teplota pro restrikční enzymy); závěrečná teplotní inaktivace enzymů: 65 ºC 20 min.

PCR - OVĚŘENÍ ÚSPĚŠNOSTI LIGACE středa ráno

Použijeme PCR s primerem komplementárním k sekvenci linkerů ligovaných k fragmentům genomové DNA. Na ELFO gelu produktu PCR by měl být vidět smear odpovídající amplifikaci fragmentů genomové DNA. Pokud ligace neproběhla optimálně nebo vznikaly nežádoucí dimery linkerů, je smear méně výrazný a v dolní části gelu je patrný proužek dimerů linkerů.
1) V 0.2 ml PCR stripu namícháme směs - předpis pro 1 vzorek, reakce o celk. objemu 10 µl:

PCR voda                               3.6 μl

linker 1 (20pmol/μl)             0.4 μl

PP mastermix (2x konc.)       5 μl

9 μl + 1 μl ligace 

(PP mastermix obsahuje PCR reagencie – Taq polymerázu, dNTPs, MgCl2 apod.) 

2) Inkubujeme v cykleru – červená Biometra, program ovlig30 (94ºC 3 min; 30x: 94ºC - 30 s, 60ºC - 1 min, 72ºC – 45 s; 72 ºC - 10 min, 15ºC hold)

3) ELFO - 1.5% agarozový gel, naneseme 5 ul produktu restrikce
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vlevo – málo úspěšná ligace (dimery linkerů, slabší smear), vpravo – ligace je OK
HYBRIDIZACE středa odpoledne
Fragmenty genomové DNA obsahující mikrosatelity najdeme pomocí hybridizace s biotinylovanou sondou (primerem). Tyto sondy nesou motiv určitého konkrétního typu mikrosatelitu. Pro účely praktika máme k dispozici sondy (AC)17, (AG)17, (AT)17, (CCT)10, (TGT)10. Jednotlivé sondy se vážou na fragmenty DNA nesoucí motiv komplementární k jejich sekvenci, např. (AC)17 se váže na sekvenci (GT)n, a reálně tedy podchytí mikrosatelitní motivy (AC)n, (CA)n, (GT)n a (TG)n. 
· počítat s tím, že je optimální hybridizaci hned druhý den zpracovat 

· všechno dělat opatrně, na hybridizaci se spotřebuje dost DNA získané v předch. krocích

1) V 0.5 ml zkumavce namícháme hybridizační směs: můžeme použít 1 sondu, nebo směs několika sond se stejnou teplotou hybridizace – v takovém případě by ale celkové množství všech sond měl dát objem 1.6 μl. 

Předpis pro 1 vzorek, reakce o celk. objemu 200 µl:

Reakce s jednou sondou:

2x hybridization solution

100 μl

sonda (nn)xx (2.5 pmol/μl)

1.6 μl

+ ca 50-150 ng DNA z ligace + dorovnáme sterilní vodou na celkový objem 200 μl.

Reakce se dvěma sondami najednou, např. (AT)17 + (CCT)10:

2x hybridization solution



100 μl

sondy (nn)xx + (nn)xx (2.5 pmol/μl)
            
0.8 + 0.8 μl

+ ca 50-150 ng DNA z ligace + dorovnáme sterilní vodou na celkový objem 200 μl.

2) Inkubujeme v cykleru - modrý 2 blokový Bioer cykler, program hybrid: 

94 ºC - 15 min, [specifická Thybrid] ºC hold - pustit přes noc, nechat běžet ca 14-16 h.

Sondy pro praktikum mají většinou Thybrid = 60ºC – kromě sondy (AT)17, která má 47ºC, tu ale pravděpodobně nepoužijeme.

Teoretické výpočty teplot nasedání sond za různých podmínek:

· není to asi moc důležité, jednotlivé publikované protokoly se značně liší v použitých parametrech

· různé algoritmy výpočtu dávají různé výsledky, počítal jsem to spíš orientačně a narychlo, takže bez záruky (když už jsem se v tom ale hrabal, tak mi bylo líto to smazat…)

Sonda

Tmelt

T hybrid

Twash (stringency %)

(AT)17

52-62

47

45 (97.4%)

(AC)17

81-82

60

60 (93.5%)

(AG)17

75-82

60

60 (93.5%)

(CCT)10
80-86

60

60 (90.5%)

(TGT)10
73-75

60

60 (100%)

Tmelt: teoretická teplota meltingu sekvence sondy za podmínek hybridizace (6x SSC = 0.99 M Na+, 20 nM sondy), zohledňuje také počet nukleotidů sondy (N) a její GC obsah; dá se vypočítat pomocí různých on-line programů, nebo vzorce:

Tmelt = 81.5 + 16.6(log M [Na+]) + 0.41(%G+C) - 675/N

Thybrid: teplota pro hybridizaci – doporučuje se o 5 stupňů nižší než Tmelt, nemusí být příliš specifická (specifity se dosáhne až v následujícím kroku - obohacení genomové knihovny)

Twash: použijeme ji až v následujícím kroku (obohacení genomové knihovny - promývání); vypočítaná podle výše uvedeného vzorce a snížená tak, aby se za podmínek 3. promývání (1x SSC = 0.165 M Na+, zohledňuje také délku sondy a její GC obsah) udržely navázané ty molekuly sondy, které mají ca 90-100% shodu se sekvencí fragmentu (= stringency):

Stringency = 100 - (Tmelt-Twash)/1.4

OBOHACENÍ GENOMOVÉ KNIHOVNY čtvrtek ráno
Vytvoření obohacené knihovny využívá magnetické ´mikrokuličky´ Dynabeads (M-280 Streptavidin streptavidin-coated magnetic beads (Dynal) - jsou drahé,  ca 400 Kč / jedno obohacení). Mikrokuličky jsou pokryté streptavidinem, který se pevně váže na biotin hybridizačních sond. Díky tomu ´vytáhou´ z roztoku fragmenty DNA potenciálně obsahující mikrosatelity, na které se sonda navázala hybridizací. Magnetická povaha mikrokuliček umožňuje jejich separaci a zafixování na stěně zkumavky pomocí magnetického stojánku (MPC, Dynal). 

Mikrokuličky jsou následně promývány pufry, které odstraní nežádoucí fragmenty DNA bez mikrosatelitů. Specifita (stringency) vazby sonda-fragment závisí na teplotě a koncentraci solí v roztoku. Během jednotlivých kroků se snižuje koncentrace SSC pufru a zvyšuje se jeho teplota. To vede k uvolnění a odmytí těch fragmentů, u nichž se sonda nespecificky navázala na sekvenci, která nemá čistě mikrosatelitní motiv. Po promytí by měly na mikrokuličkách zůstat cílové fragmenty s mikrosatelitním motivem, a uvolní se z nich pomocí teplotní denaturace biotin-streptavidinové vazby.

1) příprava Dynabeads: pro zpracování 1 hybridizační reakce → 600 µg Dynabeads = 60 µl Dynabeads roztoku; Dynabeads by neměly vyschnout – po odpipetování supernatantu vždy hned pokračujte dalším krokem!
· zvortexujte 1.5 ml zkumavku s 60 µl roztoku Dynabeads
· zkumavku umístěte na magnetický stojánek a inkubujte 1 min
· supernatant odpipetujte do kádinky na odpad – nedotýkejte se peletu Dynabeads (aby nebyly ztráty)

a. přidejte 200 µl 1X B&W buffer, krátce zvortexujte

b. zkumavku umístěte na magnetický stojánek a inkubujte 1 min 

c. supernatant odpipetujte do kádinky na odpad – nedotýkejte se peletu Dynabeads

d. zopakujte kroky (a-c) ještě 2x – celkem tedy 3 promytí v 1X B&W

· po posledním odpipetování supernatantu resuspendujte Dynabeads v 200 µl 2X B&W buffer
2) navázání biotinyl. fragmentů na streptavidin Dynabeads
· do nové 1.5 ml zkumavky napipetujte 200 µl připravených Dynabeads (z kroku 1), a celý objem jedné hybridizační reakce z předchozího dne - 200 µl.

· zkumavky se směsí Dynabeads + vzorek umístěte ve vodorovné poloze na třepačku a inkubujte > 2 h, za mírného třepání (150 rpm) a teplotě 43ºC
· ca 30 min před ukončením třepání zapněte dva termobloky na teplotu 45 a 60ºC
· pro další zpracování 1 zkumavky s Dynabeads budete potřebovat tyto roztoky:

a. 2x SSC, 0.1% SDS (RT = pokojová teplota)

b. 1x SSC, 0.1% SDS, 2 zkumavky po 800 µl - předehřejte je na 2 termoblocích na teploty 45 a 60ºC
3) promývání
· zkumavky s Dynabeads z předchozího kroku umístěte na magnetický stojánek, inkubujte 1 min a supernatant odpipetujte do nové zkumavky (nezahazujte do odpadu, sice je pravděpodobně bez cílové DNA, ale slouží jako rezerva pro příp. opakování) – nedotýkejte se peletu Dynabeads
· ihned pokračujte s promýváním (Dynabeads by neměly vyschnout):
Promývání 1:

a. do zkumavky s Dynabeads napipetujte 400 µl 2x SSC, 0.1% SDS (RT)
b. zkumavku umístěte ve vodorovné poloze na třepačku a mírně třepejte 5 min při pokojové teplotě 

c. zkumavku umístěte na magnetický stojánek a inkubujte 1 min
d. supernatant odpipetujte do kádinky na odpad – nedotýkejte se peletu Dynabeads

e. zopakujte kroky (a-d) – celkem tedy 2 promytí v 2x SSC, 0.1% SDS (RT)

Promývání 2:

f. do zkumavky s Dynabeads napipetujte 400 µl 1x SSC, 0.1% SDS, předehřáté na 45ºC 

g. zkumavku umístěte na termoblok vytemperovaný na 45ºC a inkubujte 5 min, každou minutu zkumavku promíchejte proklepáním prstem

h. zkumavku umístěte na magnetický stojánek a inkubujte 1 min 

i. supernatant odpipetujte do kádinky na odpad – nedotýkejte se peletu Dynabeads

j. zopakujte kroky (f-i) – celkem tedy 2 promytí v 1x SSC, 0.1% SDS, 45ºC

k. po skončení inkubace hned přenastavte blok na 95ºC, aby se vytemperoval pro eluci

Promývání 3: 

Použijeme pufr a termoblok předehřátý na teplotu specifickou pro danou sondu: 60ºC pro všechny sondy kromě (AT)17 – 45ºC
l. do zkumavky s Dynabeads napipetujte 400 µl 1x SSC, 0.1% SDS, předehřáté na (45 nebo 60)ºC
m. zkumavku umístěte na termoblok vytemperovaný na (45 nebo 60)ºC a inkubujte 5 min, každou minutu zkumavku promíchejte proklepáním prstem.

n. zkumavku umístěte na magnetický stojánek a inkubujte 1 min
o. supernatant odpipetujte do kádinky na odpad – nedotýkejte se peletu Dynabeads

p. zopakujte kroky (l-o) – celkem tedy 2 promytí v 1x SSC, 0.1% SDS - (45 nebo 60)ºC; po posledním odstranění supernatantu co nejdříve pokračujte následujícím krokem protokolu (Dynabeads by neměly vyschnout)

4) uvlonění (eluce) fragmentů DNA z Dynabeads
· do zkumavky s Dynabeads napipetujte 120 µl TE pufru předehřátého na 95ºC
· inkubujte 10 min na termobloku při 95ºC, zkumavku každou minutu proklepněte prstem (pozor, blok pálí!)

· fragmenty se denaturací uvolňují do roztoku → v následujícím kroku nesmíme zahodit supernatant!!!

· vezměte zkumavku s prvním vzorkem, umístěte ji na magnetický stojánek, počkejte jen pár sekund, aby se kuličky trochu nachytaly na stěnu, a pak co nejdřív odpipetujte supernatant do nové zkumavky

· po jednom zpracujte stejným způsobem zbývající vzorky

PCR - OVĚŘENÍ HYBRIDIZACE čtvrtek odpoledne
Opět použijeme PCR s primerem komplementárním k sekvenci linkerů ligovaných k fragmentům genomové DNA. Na ELFO gelu produktu PCR by měl být vidět smear odpovídající amplifikaci fragmentů genomové DNA. Pro 454 sekvenování bude potřeba určité minimální množství zpurifikovaného PCR produktu, zároveň je ale vhodné použít PCR s co nejmenším počtem cyklů (omezení PCR bias - preferenční amplifikace určitých fragmentů na úkor jiných, vede k redundanci genomové knihovny). Pro účely optimalizace tedy od každého vzorku připravíme 3 reakce - vyzkoušíme 3 programy s odlišným počtem cyklů (20, 25 a 30).

1) Pro každý vzorek připravíme 3 reakce o objemu 5 µl; předpis celkové směsi na všechny 3 opakování:
PCR voda           


    5.4 µl

20µM linker 1 (= 20 pmol/µl)
    0.6 µl

PP mastermix (2x konc.)

    7.5 µl

Rozpipetujeme po 4.5 µl + přidáme 0.5 µl DNA obohacené knihovny

2) Inkubujeme v cykleru – červená Biometra, každý z trojice opakování daného vzorku pustíme na odlišný PCR program: použijeme 20, 25 a 30 cyklů PCR - programy ovlig20, ovlig25, ovlig30
(94ºC 3 min; 20-25-30x: 94ºC - 30 s, 60ºC - 1 min, 72ºC - 45 s; 72ºC - 10 min, 15ºC hold)

3) ELFO - 1.5% agarozový gel, naneseme 3 µl PCR produktu, měl by být vidět smear z naamplifikovaných fragmentů genomové DNA (300-600 bp). Jednotlivé vzorky se můžou lišit v účinnosti amplifikace v závislosti na počtu cyklů PCR:
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U vz. AH je třeba použít aspoň 30 cyklů, u vz. RUB stačí 25 cyklů.

FINÁLNÍ PCR PRO DALŠÍ ANALÝZU OBOHACENÉ KNIHOVNY pátek ráno, případně možné dodělat jindy, je to obyč. PCR + purifikace produktu kitem
Optimální je použití proofreadingové ExTaq polymerázy – díky její korekturní aktivitě budou mít sekvence získané z knihovny méně chybně inkorporovaných nukleotidů, a získají se tak spolehlivější sekvence. Tato polymeráza zároveň přidává na konce PCR produktu terminální A, což je výhodné pro ligaci 454 MIDů, příp. pro ligaci při klonování obohacené knihovny. Běžné proofreadingové polymerázy jsou někdy ale méně procesivní a hůře amplifikují - pokud se tedy amplifikace nedaří, je možné použít i klasickou Taq polymerázu (požadavek na spolehlivost sekvence není úplně zásadní, a terminální A také přidává).

· dost drahé, jedna reakce s ExTaq vyjde ca na 100 Kč

· na negativní kontrolu počítat jen minimální množství reakčního mixu, např. jen 7 µl – tj. když mám jeden vzorek, každou složku násobím 1.1x, pro dva vzorky 2.1x atd.

1) Pro každý vzorek připravíme 1 reakci o objemu 70 µl:

PCR voda                                      

45.5 µl

10x ExTaq buffer (s MgCl2) 

     7 µl

MgCl2 (25 mM)                              

  1.4 µl

dNTP mix (2.5 mM each)              

  5.6 µl

linker 1 (20 pmol/µl)        
          

  2.8 µl

HS ExTaq polymeráza (5U/µl)     

  0.7 µl

rozpipetovat po 63 µl + přidat 7 µl DNA obohacené knihovny

2) Inkubujeme v cykleru – červená Biometra, program ovlign – použijte verzi která dává pro daný vzorek optimální amplifikaci (viz předchozí bod – ověření hybridizace)
 (94ºC 3 min; n x: 94ºC - 30 s, 60 ºC - 30 s, 72ºC - 45 s; 72 ºC - 10 min, 15ºC hold)

3) ELFO - 1.5% agarozový gel, naneseme 3 µl PCR produktu, měl by být vidět smear z naamplifikovaných fragmentů genomové DNA (viz předchozí bod – ověření hybridizace).

4) Vzorky zpurifikujeme gelovou extrakcí: 

· aby bylo možné přesně separovat DNA fragmenty podle jejich velikosti, použijeme DNA barvivo které nezpůsobuje posuny a abnormality v migraci DNA fragmentů – např. SYBRSafe, ethidium bromid; barviva GelRed nebo SYBRGreen je možné použít pouze k dodatečnému obarvení gelu po dojetí ELFO (= poststaining)

· připravíme 1.5% agarozový gel s dostatečně hlubokými jamkami, do kterých naneseme celý objem PCR reakce (příp. vzorek rozdělíme do několika jamek)
· čelo forézy necháme domigrovat pouze do vzdálenosti ca 0.8 cm od jamek, vyřízneme oblast gelu s fragmenty o velikosti ca 500-1250 bp

· vyřízlý gel zpurifikujeme Gel Extraction kitem, koncentraci DNA změříme na nanodropu – pro 454 sekvenaci stačí celkem málo, ca ≥ 20ng/µl.

454 SEKVENACE 

Obohacenou knihovnu použijeme jako templát pro 454 sekvenaci. Postupujeme podle pokynů z manuálu pro přístroj GS Junior od firmy 454/Roche: 

· pokud chceme v jednom 454 runu sekvenovat více vzorků najednou 
(= multiplexování), DNA fragmenty jednotlivých vzorků z různých organismů navzájem rozlišíme pomocí MIDů (tzv. ´RL MID Adaptors´ – celkem 12 různých MIDů)
· začínáme krokem ´Fragment End Repair´ z kapitoly ´Rapid Library Preparation Method Manual´ (není nutné provádět krok ´Library Quality Assessment´)
 při použití MIDů:

· každý vzorek zpracováváme samostatně
· v kroku ´Adaptor Ligation´ pro každý konkrétní vzorek použijeme unikátní RL MID Adaptor
· po kvantifikaci (´Library Quantitation´) vytvoříme směsný vzorek smícháním jednotlivých MIDovaných vzorků v ekvimolárním poměru, a ten použijeme v následujících krocích
· dále postupujeme podle kapitol ´emPCR Amplification Method Manual - Lib-L´, a ´Sequencing Method Manual´.
Zásobní roztoky:

2x B&W Buffer (10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA, 2 M NaCl)

Roztok má stejné složení jako 1x TE pufr + navíc je v něm NaCl; připravíme ho např. naředěním 10x konc. zásobního TE pufru:

K 10 ml 10x TE přidáme ca 60 ml destil. vody, pomocí HCl upravíme pH na 7.5, přidáme 11.69 g NaCl, promícháme, doplníme destil. vodou na celkových 100 ml a sterilizujeme autoklávováním.

1x B&W Buffer: k 1 objemu 2x B&W Buffer přidáme ekvivalentní objem steril. vody.
20x SSC (3M NaCl, 300mM citrát sodný):

Navážíme 175.32 g NaCl a 88.32 g dihydrátu citrátu sodného, rozpustíme v 900 ml destil. vody. Upravíme pH na 7 (pomocí NaOH nebo HCl), doplníme destil. vodou na 1 l a sterilizujeme autoklávováním.

1% SDS:
0.25 g SDS rozpustíme v 25 ml steril. vody.

2x hybridization solution (12x SSC, 0.1% SDS): 

Smícháme 1000 µl 20x SSC + 166.66 µl 1% SDS + 500 µl steril. vody.
2x SSC, 0.1%SDS:

Smícháme 10 ml 20x SSC + 10 ml 1% SDS + 80 ml steril. vody.

1x SSC, 0.1%SDS:

Smícháme 5 ml 20x SSC + 10 ml 1% SDS + 85 ml steril. vody.
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