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STR Multiplex OMident12 Kit

(katalogové Cislo STRO04s)

Popis produktu

Produktovd fada STR Multiplex kit je uréena na rutinni provadéni STR analyz u rozli¢nych druhd
sladkovodnich ryb v Evropé. STR Multiplex OMident12 Kit je ur¢en vyhradné pro genetické
studie pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss). Patfi ke kitlm s moZnosti generovani dat
koordinovanym a standardizovanym zpusobem. Tzn., Ze hodnoty alel Ize kalibrovat pomoci
kalibrac¢nich standard(, které jsou pfiloZzeny v soupravé. To pak umoZnuje spolehlivé;jsi
porovnavani studii z riznych laboratofi a v rozlicném case.

Kit je navrzen ve dvou multiplexnim US-EU designu s lyofilizovanymi primerovymi pary ve
standardni §kdle 10 - 25 nmol. STR panel je postaven na 12 lokusech: OMY1 - 0OMY12 a vyuziva
standardni péti barevnou sadu DS-33 (Tab. 1). Lokus OMY6 je urcen pro monitoring ?/&
pohlavi. Systém predpokldada min. 10 - 50 ng templatu DNA. Spolehliva interpretace je
zaloZena na designu neprekryvajicich se alelickych rozmezi lokus( a na kratkych amplikonech
<345 bp zvysujici pravdépodobnost obdrzeni celého profilu i z degradovanych vzorkd. Kit je
kompatibilni s genetickymi analyzatory Applied Biosystems.

Tab. 1. Popis multiplexniho designu kitu STR Multiplex OMident12

Skala ABI STR  Rozmezi

Multiplex Lokus (nmol) Ta (°C) znateni motiv  alel (bp) Citacet
M1  OMYl 25 55 - di-  92-128  OMident12
M1 oMY2 25 55 tri- 255-279 OMident12
M1 OomMY3 10 55 VIC tri- 105-141 OMident12
M1 omY4 10 55 NED di- 150-196 OMident12
M1 OMY5 10 55 di- 157-201 OMident12
M1 OMY6 25 55 Sex* 344 OMident12
M2 omY7 10 55 tetra- 166-206 OMident12
M2 omMY8 10 55 di- 114-180 OMident12
M2 omY9 10 55 tetra- 84-196 OMident12
M2 OoMY10 25 55 tetra- 205-321 OMident12
M2 omMyi11 25 55 tetra- 96-120 OMident12

M2 OoMY12 10 55 di- 258-280 OMident12
*Lokus monitorujici male-specific Y-chromosome sekvenci; tPro citovani v ¢lanku: STR Multiplex OMident12 Kit
(kat. ¢. STRO04s), Institute of Vertebrate Biology, Brno, Czech Republic




Ptiprava zasobnich roztokd

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

Protokol
Reak¢ni mix pripravovat do objemu 7 pl, viz Tab. 2.

Tab. 2. Reakéni setup pro multiplexni PCR

Set M1 V(7 pl) Set M2 V(7 pl)

2x QMM* 3,5 STR 2x QMM* 3,5

PCR H,0 1,81 PCR H20 1,695t
OoMY1 0,105 omMY7 0,14
OoMY2 0,105 oMY8 0,14
OoMY3 0,105 OoMY9 0,14
oMY4 0,105 OoMY10 0,105
OMY5 0,14 OoMY11 0,14
OMY6 0,14 oMY12 0,14

DNA 1t 12 DNA 1t

*2x Qiagen Multiplex PCR Master Mix; TRegulace dle koncentrace

PCR podminky
Postupovat dle doporuceni vyrobce kitu Qiagen Multiplex PCR pro amplifikaci mikrosatelitd a
kratkych amplikon( (pocet cykll 27) s vyuzitim multiplexni PCR. A dle Tab. 1 (Ta - annealing).

Kalibracni standardy

Na vyzddani mohou byt k soupravé pfilozeny DNA izolaty kalibracnich standardd 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 tieba 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 alikvétu.

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



