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STR Multiplex ASPident12 Kit

(katalogové Cislo STRO11b)

Popis produktu

Produktova rada STR Multiplex kit je ur¢ena na rutinni provadéni STR analyz u rozliénych druht
sladkovodnich ryb v Evropé. STR Multiplex ASPident12 Kit je ur¢en vyhradné pro genetické
studie bolen( (Leuciscus aspius). Patfi ke kitlm s moZnosti generovani dat koordinovanym a
standardizovanym zplsobem. Tzn., Ze hodnoty alel lze kalibrovat pomoci kalibracnich
standardq, které jsou pfiloZzeny v soupravé. To pak umoznuje spolehlivéjsi porovnavani studii
z rliznych laboratofi a v rozliéném case.

Kit je navrZen ve tfi-multiplexnim designu s lyofilizovanymi primerovymi pary ve standardni
Skale 10 — 25 nmol. STR panel je postaven na 12 lokusech: ASP1 - ASP12 a vyuziva standardni
péti barevnou sadu DS-33 (Tab. 1). Systém predpoklada min. 10 - 50 ng templatu DNA.
Spolehliva interpretace je zaloZena na designu neprekryvajicich se alelickych rozmezi lokust a
na kratkych amplikonech zvysSujici pravdépodobnost obdrzeni celého profilu i
z degradovanych vzorka. Kit je kompatibilni s genetickymi analyzatory Applied Biosystems.

Tab. 1. Popis multiplexniho designu kitu STR Multiplex ASPident12

Multiplex  Lokus Skdla Ta(°c)  ABl  STRmotiv Rozmezi Citacet
(nmol) znaceni alel (bp)
M1 ASP1 25 57 di- atetra 159-167 ASPident12
M1 ASP2 10 57 di- 190-222  ASPident12
M1 ASP3 25 57 di- 220-234 ASPident12
M1 ASP4 25 57 di- 342-408 ASPident12
M2 ASP5 25 57 di- 94-112 ASPident12
M2 ASP6 25 57 di- 175-185 ASPident12
M2 ASP7 25 57 di- 237-281 ASPident12
M2 ASP8_1* 25 57 di- 322-338 ASPident12
ASP8_2* 336-370
M3 ASP9 25 57 di- 143-147 ASPident12
M3 ASP10 25 57 di- 190-200 ASPident12
M3 ASP11 25 57 di-atri- 236-240  ASPident12
M3 ASP12 10 57 di- 112-132 ASPident12

*Primery ASP8 amplifikuji 2 lokusy; TPro citovani v ¢lanku: STR Multiplex ASPident12 Kit, kat. ¢. STRO11b,
Institute of Vertebrate Biology, Brno, Czech Republic



Ptiprava zasobnich roztoki

Zkumavky pred naslednymi kroky tfeba stocit na centrifuze. Pro ziskani koncentrace 100
pmol/ul (0,1mM roztok) jednotlivé lyofilizované primery v 10 a 25 nmol Skale rozpustit v
konkrétnim objemu PCR H,O (pl) dle vzorce: Cont (nmol) x 10. Konkrétni Cont hodnoty jsou
uvedeny na zkumavkach primerU. Dale fedit kazdy par primert na 10 uM zdsobni roztok: 10
pl F+ 10 pl R + 80 pl PCR H20. Poté nasleduje michani multiplexu M1, M2 a M3 dle protokolu
nize.

Protokol
Reak¢ni mix pfipravovat na objem 7 pl, viz Tab. 2.

Tab. 2. Reakéni setup pro multiplexni PCR

setM1 V(7p) L setm2 v (7u) B setm3 V(7))

2x QMM* 3,5 S 2x QMM* 3,5 2x QMM* 3,5
PCR H,0 1,7 T PCR H20 1,7 PCR H20 1,75
ASP1 0,2 R ASP5 0,2 ASP9 0,15
ASP2 0,2 ASP6 0,2 ASP10 0,2
ASP3 0,15 ASP7 0,2 ASP11 0,2
ASP4 0,25 ASP8 0,2 ASP12 0,2
DNA 1 DNA 1 DNA 1

*2x Qiagen Multiplex PCR Master Mix

PCR podminky
Postupovat dle doporuceni vyrobce kitu Qiagen Multiplex PCR pro amplifikaci mikrosatelitd a
kratkych amplikon( s vyuZitim multiplexni PCR. A dle Tab. 1 (Ta - annealing).

Kalibracni standardy

Na vyzadani mohou byt k soupravé pfilozeny DNA izolaty kalibracnich standard( pro
porovnavani studii pfipravovanych v rozlicném case. Objem kalibrator( je standardné 15 pl.
Multiplexni PCR je pfipravovana dle stejného protokolu viz vyse.

Kit neobsahuje

Pfed zapocetim testovani tfeba zakoupit Qiagen Multiplex PCR Kit (Qiagen, kat. ¢. 206143
nebo 206145) a velikostni standard GeneScan™- 600 LIZ® (Life Technologies, kat. ¢. 4408399;
rozsah 20-600 bp).

Podminky skladovani
Uchovavat pfi T = -20°C. Fluorescencni primery jsou fotosensitivni, proto tfeba minimalizovat jejich
svételnou expozici. Doporuceno zasobni roztok rozpipetovat do vice alikvéta.

Pozn. Vase zpétnd vazba je pro nds cennd, dékujeme za neustdlé vylepsovdni designu soupravy. Posledni revize
11/2023.



