Modyfikowana metoda NGS 6-6/4

	biblioteka
	ER1
	T inaktywacji
	ER2
	T inaktywacji

	M1
	NarI 
	65°
	AciI
	65°

	M2
	NcoI
	80°
	HinP1I
	65°

	M3
	NarI 
	65°
	MspI
	No

	M4
	BssSI
	No
	AciI
	65°

	M5
	NcoI
	80°
	AciI
	65°
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1. Przyłączenie adaptorów
1X Elution Buffer (EB) – 10mM Tris-Cl, pH 8.0-8.5
10X Adapter Buffer (AB) – 500mM NaCl, 100mM Tris-Cl

Dla adaptorów zawierających barcode (Adaptor 1):
1. Zawiesić jednoniciowy adaptor w 1X EB, aby uzyskać stężenie 100 µM
2. Przygotować 100 µL dwuniciowego adaptora:
· 10 µL każdego jednoniciowego oligo o stężeniu 100µM
· 10 µL – 10X AB
· 70 µL – MQ
3. Ogrzewać do 95ºC i następnie schłodzić do 30ºC z prędkością 1ºC/min
4. Rozcieńczyć adaptory  3:10, w przybliżeniu do 3 µM i sprawdzić ilościowo
5. Zoptymalizować do stężenia 1,6 ng/µL (ok. 0,1 µM)
6. Roboczy stok adaptorów - w każdym dołku na płytce mamy 0,02 µM Adaptor 1 zatem na 96-dołkową płytkę dodajemy:
· 5 µL – 0,5µM Adaptora 1
7. Dobrze wymieszać, zwirować.

2. Normalizacja DNA
1. Ocenić ilość DNA używając PicoGreen. Stężenie DNA powinno mieścić się w zakresie 20 ng/µL do 150 ng/µL. Rozcieńczyć, jeżeli jest za wysokie.
2. Przygotowujemy po 10 µL DNA o stężeniu 20 ng/µL (aby otrzymać wyjściowo 200 ng)

3. Restrykcja (20 µL)
10 µL – DNA (200 ng)
10 µL – MIX restrykcyjny
PstI-HF–NEB #R3140 (20,000 units/mL)
MspI –NEB #R0106 (20,000 units/mL)

1. MIX restrykcyjny:

M1: Trawienie NarI-AciI:
	Składnik
	Ilość w μL

	10x CutSmart® Buffer 
	2

	NarI (5U/µL)
	1.6

	AciI (10U/µL)
	0.8

	DNA (20 ng/µL)
	10

	MQ
	5.6


Inkubacja 37°C przez 2 godziny, 65°C przez 20 min, 8°C
M2: Trawienie NcoI-HinP1I:
	Składnik
	Ilość w μL

	10x CutSmart® Buffer 
	2

	NcoI (10U/µL)
	0.8

	HinP1I (10U/µL)
	0.8

	DNA (20 ng/µL)
	10

	MQ
	6.4


Inkubacja 37°C przez 2 godziny, 80°C przez 20 min, 8°C
M3: Trawienie NarI-MspI:
	Składnik
	Ilość w μL

	10x CutSmart® Buffer 
	2

	NarI (5U/µL)
	1.6

	MspI (20U/µL)
	0.4

	DNA (20 ng/µL)
	10

	MQ
	6


Inkubacja 37°C przez 2 godziny, 65°C przez 20 min, 8°C
M4: Trawienie BssSI-AciI:
	Składnik
	Ilość w μL

	10x CutSmart® Buffer 
	2

	BssSI (10U/µL)
	0.8

	AciI (10U/µL)
	0.8

	DNA (20 ng/µL)
	10

	MQ
	6.4


Inkubacja 37°C przez 2 godziny, 65°C przez 20 min, 8°C
M5: Trawienie NcoI-AciI:
	Składnik
	Ilość w μL

	10x CutSmart® Buffer 
	2

	NcoI (10U/µL)
	0.8

	AciI (10U/µL)
	0.8

	DNA (20 ng/µL)
	10

	MQ
	6.4


Inkubacja 37°C przez 2 godziny, 80°C przez 20 min, 8°C
2. Nałożyć po 10 µL DNA na płytkę (o st. 20 ng/µL)
3. Dodać po 10 µL MIXu
4. Wymieszać
5. Trawić: 37ºC – 2h, 65ºC – 20 min, 8ºC
UWAGA: przejść bezpośrednio do ligacji

4. Ligacja (40 µL)
20 µL – roztwór po trawieniu
5 µL – adaptory (0,02 µM Adaptor1=0,1pmol)
15 µL – MIX do ligacji 
  
1. Ligacja
	Składnik
	Ilość w μL

	10x CutSmart® Buffer 
	2

	ATP (10 mM)
	4

	T4 DNA ligase (400U/μL)
	0.5

	MQ
	8.5


2. Do 20 µL roztworu po trawieniu dodać 5 µL Adaptorów.
3. Dodać 15 µL MIXu
4. Inkubować 22ºC – 2h, 65ºC – 20 min, 8ºC
UWAGA: Po ligacji przechowywać w -20ºC

5. Multipleks
1. Połączyć próby (12 genotypów x 40 uL = 480 uL).
2. Oczyścić na kolumnach (QIAquick PCR Purification Kit)
3. Dla każdej biblioteki wykonać dwa mycia (2 x 200 uL).
· Połączyć 200 µL DNA po ligacji i 1000 µL buforu PB w czystej probówce
· Dodać 600 µL na kolumnę, zwirować
· Dodać pozostałe 600 µL na kolumnę, zwirować ponownie
· Rozpuścić w 60 µL. Połączyć dwa mycia dla jednej biblioteki.



6. Amplifikacja (25µLx8)
1. Wykonać 8 reakcji PCR dla każdej biblioteki

	BIBLIOTEKA
	składnik
	St0
	StK
	vol reakcji
	rozcien
	ile 1X

	 
	bufor EURx A
	10
	1
	25
	0,1
	2,5

	PCR1_GBS
	starter1 (uM)
	10
	0,4
	25
	0,04
	1

	PCR2_GBS
	starter1 (uM)
	10
	0,4
	25
	0,04
	1

	 
	MgCl2 (mM)
	25
	1,5
	25
	0,06
	1,5

	 
	dNTP(2mM)
	2
	0,2
	25
	0,1
	2,5

	EURx
	Taq (U/uL)
	5
	1
	25
	 
	0,2

	 
	DNA po oczyszczaniu
	10
	14
	25
	 
	10

	 
	MQ
	 
	 
	25
	 
	6,3




2. PCR:
95ºC (30 sec) {95ºC (30 sec), 62ºC (20 sec), 68ºC (30 sec)*} 16 cykli
72ºC (5 min)
4ºC (forever)

3. Dla każdej biblioteki  połączyć po 8 reakcji PCR i przemyć na kolumnach Qiagen (200 uL). Rozpuścić w 30 µL. Sprawdzić bibliotekę na żelu LM. Wyciąć fragmenty w zakresie 200 – 300 bp. Oczyścić zestawem Gel-Out, rozpuścić w 50 uL buforu TE, oznaczyć stężenie. 

