Anleitung zur
Durchfuhrung einer
gPCR mit dem ABI
/500Fast




Bendtigtes Material:

Produktname REF Nummer / Order No. Ungefdhre Kosten
l;)/llicroAr_np® Fast Optical 96-Well Reaction 4360954 20 Stk. 183.00 Fr. (Lubio).
ate with Barcode
MicroAmp® Optical Adhesive Film 4360954 25 Stk. 149.00 Fr. (Lubio)
LightCycler® 480 SYBR Green | Master * 04887352001 5ml ca. 200.00 Fr.
Nuclease-Free Water
Primer (4.5 pM) 2
Einkanalpipetten (10, 100, 1000 pl) Spitzen Uber Tick-Liste
8-Kanalpipette (10 ul) Spitzen Gber Tick-Liste
Stepper + 0.2 ml Spitzen Spitzen Uber Tick-Liste
Zentrifuge im G62 (mit Platteneinsatz)
1.5 ml Tubes Tick-Liste
siehe nachste Seite (Pipettiervorlage) - Einstellungen zum
gPCR Protokoll Protokoll folgen auf den folgenden Seiten (Beispiel einer
Pipettiervorlage auf letzter Seite)

!) tiber UTOX beziehen — 30% Rabatt auf Roche Produkte
?) Stock conc. = 100uM ; 4,5uM ist ,,working conc.”

Tpps:

Zwingend sauber und genau pipettieren (qPCR ist sehr heikel)

MasterMix mit Stepper verteilen

Zuerst Proben pipettieren, dann negativ- und positiv-Kontrollen - erst am Schluss den Standard
Standards kdnnen mit 8-Kanalpipette pipettiert werden

Falls mehrere Male das Gleiche pipettiert werden muss, kénnen auch die Proben auf einer Platte
vorgelegt werden, sodass auch diese mit der 8-Kanal pipettiert werden kénnen.

Beim Aufkleben der Folie diese mit Taschentuch/Kleenex andriicken und nicht mit Handschuhen,
Folie muss sauber sein!

Die Verdiinnungen am besten von A1 nach H1 und im Duplikat pipettieren z. B in Al sind 10’
Kopien/pl und in H1 waren dann 10° Kopien/pl. Das Duplikat wird dann gerade auf Reihe nebenan
pipettiert (A2-H2) Replikate der gleichen Verdiinnung sollen immer nebeneinander pipettiert
werden z.B. A1, A2 und nicht untereinander z.B. Al, B1
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e wagOOO

laquatic research

Aphids quantitative PCR

Lab-Form Primer testing: Analysis

Aquatic Ecology

Created by
Marco Thali

created on 17.03.2016

Version 2016.01

updated : 17.03.2016

Primer testing with 2x SYBR Green | Master

Reagents Primer names and/or  Aliquot/ Lot No Concentration Date of preparation/dilution
SYBR Green | Master (Roche) Product No. 04887352001 2 x

ddH,0

Forward Primer 4.5 pMm

Reverse Primer 4.5 yM

Sample names

Concentration

Date / Date of dilution

Sample DNA

see sample sheet file:

see sample sheet from:

ng/ul

Procedure:

1. Fill in name of PCR program, annealing temperature, no of PCR cycles, name of PCR machine, no of primer pairs and total no of PCR reactions below

PCR programname

Annealing temp (°C)

Nr of cycles

PCR hi

2-Step

50

Cycler 11 - ABI 7500F ast

Nr of primer pairs

Total Nr of PCR reactions

Plus volume (%)}

Total volume of SYBR mix (pl)

1 96 5 630.00
2. Prepare Mix by adding ddH,0 (1) and 2x SYBR Green | Master (II) in separate tube
3. Add primers (lll) / (IV) and mix well
4. Distribute 10 pl of mix into PCR wells
5. Add 2.5 pl of sample DNA or positive/negative control into corresponding PCR well(s) PCR program 2-Step:
Mix per primer  |Mix per reaction |Final concentr. Heated lid 105°C
ddH,0 1260yl () 125l 50 °C 2min
SYBR Green | Master (Roche) 630.0 I (n 6.25 pl 1x
Forward Primer 126.0 ul (I 1.25 ul 0.450 pmM 95 °C 10 min
Reverse Primer 126.0 i (V) 1.25 pl 0.450 pM
95 °C 156 sec
Total: 1008.0 pl 10.00 pl
Sample DNA f controls 2.50 pl 0 ng/ul 0°C 30sec
Final volume 12.50 pl PCR program mekting curve:
95 °C 15 sec
60 °C 60 sec
851 °C
Sample order: 10 °C =
Primer Fwd Primer Rev
A A
B B
[+ c
D D
E E
F F
G G
H
1 2 4 5 6 7 8 9 10 1 12
Notes:
Project Group: Organism(s): Date: Person in charge:
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Standort Gerat: LA E76 rechts neben -80°C Tiefkiihler

Verantwortliche: Smitha Pillai — BU-E09 (Utox) & 5255

Stephan Fischer — BU-E09 (Utox) @ 5567

Gerat reservieren mit Name, Zeitpunkt, Linge des Gebrauchs (Agenda liegt neben dem Laptop)

7500 Fast Real-Time PCR System
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Computer starten Username: ABIQPCR (sollte schon eingetragen sein)
Passwort: ABI7500@eaw
Programm starten Softwarename ist 7500 Software v2.3

Falls Fehlermeldung kommt, dass eine Kalibration notwendig ist, an Smitha oder Stephan wenden.

Sonst sollte sich dieses Feld 6ffnen

File EQt instument Analvsis Tools Help
1] New Experiment = (5 Open.. Bl [ ‘-. Lo B

Analyse
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Neues Experiment starten Feld New Experiment anklicken — nicht Pfeil andriicken

Advanced Setup

Folgendes Fenster 6ffnet sich

Fils Et imswument Anabsis Toos Heip

] Now Experiment = 5 Opan_ b Save » (3 Ciose | 9 Expot ~ i3 PretRepen.

Experiment Menu « | Expefiment: Untitled [2] Type: Standard Curve Reagents: SYBR® Grean Reagents m L))

Experiment Properties.

L] mshmertn

D ——
* Experimant Name: | Unaned (2

Barcode (Optonal;
User Name (Optionai)

Comments (Opbonall

Wihich instrument are you using to run the experiment?

7500 96 waii) 7500 Fast 96 Wais)
Setup, un. and anaize an axperimentusing a st crcing S-colr, B6-msll system.

What type of experiment do you want to set up?

~ Quantitation - Standard Cieve Quanttaon - Relative Standard Curve Quantiation . Compacative CT (AACT)

Genotyping PresanceiAbsence

Which reagents do you want to use to detect the target sequence?

Taguiant Reagents + 5VBR® Groen Resgents

14/ weuce Men Cune

Which ramp speed do you want to use in the Instrument run?

Sianda (- 2 nowrs 1o complets a un) o ~ Fast (~ 40 menutes 1o complete 3 un)

PCR reacaons

" = ! Untned (2)

1. Experiment Name eintragen

2. Which Instrument you use: 7500 Fast (96 Wells) beim Wechsel des Instruments muss bei der
Meldung Ja angeklickt werden

3. What type of Experiment: Quantitation- Standard Curve

4. Which reagents to detect: SYBR® Green Reagents

5. Which ramp speed is Instrument: Fast (~ 40 Minutes to complete a run)
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Experiment Properties

@ Enteran experiment name, select the instrumenttype, select the type of esperiment to set up, then select materials and methods forthe PCR reacfions and instrument run

How do voi want tn idantify this experiment?
L

perimentName:  Untited

Barcode (Optional). |

User Name (Optional): |

»

]

Gomments (Optional]:

Which instrument are you using to run the experiment?

( 7500 (96 Wells) {r ~ 7500 Fast (96 Wells) }

Set up, run, and analyze an experiment using a fast cycling 5-color, 96-well system. \

Wh>* -, e of experiment do you want to set up?
{ + Quantitation - Standard Curve 1 [ ) Quantitation - Relative Standard Curve ] { Quaniitation - Comparative CT (AACT) ]
Ny

> Melt Curve d Genotyping Il Presence/Absence ]
<
Use standards to determing the absoluts quaniy oftarget nucleic acid sequence in samples.
Which reagents do you want to use to detect the target sequence?
[ TagMan® Reagents Q [ ~ SYBR® Green Reagents ] () Other ]

The PCR reactions contain primers designed to amplify the target sequence and SYBR® Green | dye. le-stranded DNA. /

Include Melt Curve

Which ramp speed do you want to use in the instrument run?

[ Standard (~ 2 hours to complete a run) ( } [ < Fast (~ 40 minutes to complete a run) }

For optimal results with the Fast ramp speed, Applied Biosystems recommends using Fast VEEM

Experiment Menu
Plate Setup auswahlen (2.

Element in dunkelblauer Box

links im Bildschirm) R ey AR
:§§ Plate Setup

Run Method

Reaction Setup

Materials List

Analysis

Folgendes Fenster 6ffnet sich

Define Targets and Sarnples T Assign Targets and Sarmples ]

a Instructions: Define the targets to quantify and the samples to testin the reaction plate.
Define Targets

[ A new Target | Adasavea Target | save Target | Detete Target |

Reporter Quencher Colour

Target Name
| |SYEIR - lNone v]’f -

[Target1
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Add New Target Flr jeden zu amplifizierenden Genabschnitt muss ein neues Target erstellt
werden. Dann Target Name eintragen, Reporter ist SYBR, Quencher ist None
(Target 1 ist bereits automatisch eingetragen)

Define Targets and Samples T Assign Targets and Samples ]

a Instructions: Define the targets to quantify and the samples to testin the reaction plate.

Define Targets

< | Add New Target I?ﬁddSavedTargeig Save Target | Delete Target ‘
7~ N
/| Target Name \ / Reporter \ /Cluencher \ Golour
G [Target 1 ] \ ||svErR / / '
\\—/1

N
.

\_/\/

Samples Definieren:  Dafiir Add New Sample driicken und Namen eintragen (Dieses Feld befindet sich
neben dem Feld Define Targets)

Define Samples

Add New Sample [’ Add Saved Sample

Sample Mame Caolor

[sample 1 | |

Hier sollten alle Proben (inkl. Standards und Kontrollen) eingetragen werden. Fiir jedes benutze , well”
einer Platte muss also eine Probe definiert werden.
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Assign Targets and Samples anwahlen: Hier werden die einzelnen ,wells“ den eben
eingetragenen Proben zugeordnet

Define Targets and Sarnpl ! Assign Targets and Samples

To setup standards: Click "Define and SetUp Htalldal os.
“ Instructions:  To setup unknowns: Select wells, assign target(s), select "U* (Unknawn) as the task for each target assignment, then assign a sample.
To setup negative controls: Select wells, assign target(s), then select "N” (Negative Control) as the task for each target assignment.

b

Select Wells Wit - Selectitem - | - Selectftem - +
Assign Target Task Quantity —
i} ‘Tavgeﬂ ‘ @ﬁ ‘ | [0 show inwels ¥ ﬂ MewLegandﬂ
1 2 | 3 | [ 5 B 7 8 [ 10 [ [ n |
A
M\xedm Unknuwn Standavdm Negative Control
c
Assign Sample [ |
&) ‘ Sample 1
D
E
Assign sample(s) of selected well(s) to biological group. [
Assign Biological Group F
6
:
Rox B =
weils: [T 0 Unknown [ 0 Stanaara [] 0 Negatve Control 96 Empty
Zuerst wird die Standardkurve definiert Dafir Define and Set Up Standards driicken
Assign target(s) to the selected wells.
Assign Target Task Quantity

0 |wer | @EGE |

Mﬂndardm Megative Control

Assign sample(s) to the selected wells.

Assign Sample

] Sample 1
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Folgendes Fenster 6ffnet sich

Select a target = Required

* Select a target for the standards [Target1 |

Define the standard curve = Required Standard Curve Preview

* # of Points: B 5 Recommended
* # of Replicates: 2 3 Recommended
* Starting Quantity: Enter the highest or lowest standard quantity for the standard curve. Click here to see preview.
* Serial Factor: 51:10 vl Select avalue from 1:10 to 10=
8 Points X 2 Replicates = 16 Required Wells

Select and arrange wells for the standards

Use Wells: ) Automatically Select Wells for Me (@ Let Me Select Wells

t 2| 3]4]s5 6|78 [10]11]12 _
A 16 Required Wells /16 Selected Wells
B A1A2B182,C1,C2,01D2,E1,E2F1,F2,G1,62H1,H2
&
D
E
F
G
H
Arrange standards in: ) Columns @ Rows
Apply | Reset Fieldd ‘
Select Traget: Jeweiligen Target auswahlen
# of Points: Anzahl Verdiinnungen welche gemacht worden sind
# of Replicates: Anzahl Replikate von jeder Verdiinnung
Starting Quantitiy: Hochste Konzentration der Verdiinnungen eintragen
Serial Factor: Verdiinnungsfaktor eintragen (von 1:2 bis 1:10 moglich)

Let Me Select Wells anwahlen und gewiinschte Felder auswahlen. Anschliessend Apply anwahlen
(Wenn Close gedrickt wird ohne zuerst Apply gedriickt zu haben, speichert es die Standardkurve nicht!)

Close driicken um Fenster zu schliessen
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Danach wird die Passiv-Referenz definiert: Dazu sicherstellen, dass bei Select the Dye ,,None*

angewadbhlt ist! (Diese Einstellung ist unter dem Feld bei

dem die Standards definiert werden)

Assign target(s) to the selected wells.

_.A.ssi_gn | Target _ Task _ Cuantity

[ ‘Target‘l | m E ﬁ ‘

Mixedm Unknown E Standard Megative Control

Assign sample(s) to the selected wells.

Assign Sample

[ ‘ Sample 1

Assign sample(s) of selected well(s) to biological group.

Assign Biological Group
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Danach werden alle Proben definiert:

Proben definieren:

Gewlinschtes Feld auf Platte anklicken

Bei Assign das passende Target anwahlen durch Kreuz setzen

Bei Task auswdhlen ob unbekannt (U) oder negative Kontrolle (N)

Bei Assign sample die gewiinschte Probe durch Kreuz setzen auswéhlen

| Target

N

TN —

,Assign \ (ﬁ( ) ;_l_tluantity
Target 1 ‘

N =

Mixedm Unknown E Standardm Negative Contral

Assign sample(s) to the selected wells.
P

qssign | Sample
Sample 1

N

Run Method anwahlen (3. Element in dunkelblauer Box links im Bildschirm)

Experiment Menu «

Al Experiment Properties

Plate Setup

Run Method

Reaction Setup
Materials List

’

gPCR Anleitung, Siegenthaler Jan, 27.06.2016




Reaktionsvolumen eintragen

Run Method

u Review the reaction volume and the thermal profile for the default run meathod. If needed, editthe default run method or select a run method from the library.

Graphic: bular View }

(Wme Perwell | Expert Mode
[ Adastage v | AddStep v | Delete Setected | UndoColtect Dater | [ cotiect Data ¥ |1 open Run ethod | save Run metoa .. | Reverto Defaurts |
Holding Stage Cycling Stage Melt Curve Stage
Number of Cycles: [40 @ Continuous () StepAndHald
[7] Enable AutoDelta
Stating Cycle: 2
00—}
95.0°C 95.0°C 95.0 °C 95.0 °C
00:20 100% 00:10 00:15
75 —| T80% 00% 100% 1ag%
50.0 °C 60.0°C 60.0°C
00% 00:30 01:00 00:15
&0 —f
25 —j
o
Step 1 Step 1 Step 2 Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
<
Legend
Data Collection On Data Collection Of A AutoDeltaOn A AutoDelta Off
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Verschiedene Phasen (Stage) und Schritte (Step) hinzufiigen:

Add Stage: Hinzufligen einer neuen Phase ( Holding und Cycling Stage méglich) Die Melt
Curve sollte automatisch in der Run Method vorhanden sein, falls nicht dann
kontrollieren ob bei ,which reagents to detect” SYBR® Green angewahlt ist (Falls
TagMan® angewahlt ist, ist es nicht moglich eine Schmelzkurve hinzuzufiigen)

Add Step: Definieren ob der Schritt vor oder nach dem angewahlten Schritt (gelb)
hinzugefiigt wird

Delete Selected: Gelb markierte Phase/Schritt wird gel6scht

Bei Temperatur und Zeit die gewlinschten Werte eintragen

Bei Cycling Stage die Anzahl Zyklen eintragen

Das Zeichen steht fiir den Messpunkt ( muss bei Cycling Stage bei der Elongation und bei Melt Curve
Stage beim kontinuierlichen Erhéhen der Temperatur) Falls gelbes Feld erscheint The number of data

collection points is not valid, muss kontrolliert werden das nicht irgendwo ein falscher Messpunkt gesetzt
worden ist (erkennt man dadurch ob das Messpunktzeichen nicht leicht durchsichtig ist)

| Acastage v | addstep v | Delste Selected | Undo “CollectData’ | 1| ColtectData v | 1| Qpen Run Metnod | Save Runethos . | Revetio Defauts |

Holding Stage / Cycling Stage \ Melt Curve Stage

\ Number of Cycles: 40 1 / @ Continuous ) StepAndHold
£]

Starting Cycle: 2

100 —|
95.0°C 95.0°C 95.0°C 95.0°C

N
00:20 100%  po:10 00:15 00:15

5 180% 00% 180% 180%

50.0°C 50.0°C 50.0°C
00% 0030 0100 00:15

50 —|

Step 1 Step 1 Step 2 Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Die Steigung von 1% bei der Schmelzkurve entspricht etwa 30 Minuten um von 60°C auf 95°C zu
erwarmen.

Holding Stage besteht immer aus 1 Step (halten der Temperatur)
Cycling Stage besteht immer aus 2 Steps (denaturierung + annealing/elongation)

Melt Curve Stage besteht immer aus 4 steps (4x Temperatur halten)
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Platte in ABI 7500Fast einlegen

Bei Einbuchtung fest driicken bis , klick“ macht und Schublade von alleine rausfahrt

7500 Fast Real-Time PCR System

ABI Platte einlegen
Well A1 muss oben links sein!

Dann Schublade wieder zudriicken (geht streng) bis ,klick” macht

ooo®o9e®e
) 000090 S
P OSSOSO
2000009009

START RUN [

Wenn alles korrekt angegeben driicken
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Wichtig: Beim Gerat bleiben, bis der erste oder zweite Zyklus beendet ist, da manchmal
Fehlermeldungen kommen und der Lauf dann nicht gestartet wird!

Nach Beendigung des Runs
Auswertung

Um Daten zu erhalten muss griiner Knopf Analyse (oben rechts) gedriickt werden (nach erstmaligen

druicken, steht dann m

3 7500 scftwere v B | . e ol

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[] Mew Experiment - (5 Open.. | Save - 5 Close ‘ £# Export.. ~ Print Report.

Expen Menu< | Experiment: Untitled Type: Standard Curve Reagents: SYBR® Green Reagents
Amplification Plot <| View Plate Layout
Plot Settings e Selectwells Witn: |- Selectitem - = |- Selectiter -~ ~ |
PIutType.:ARh styc\é v: Graph Type ;\;ng -] Cmor.:WéH =]
- - . E— h — Showmwmlsvﬂ v
[ 1 8ave current settings as the default
5 By [ IS
Amplification Plot ’® ’B & I— " .
=)
L Amplification Plot
- Standard Curve m?z::: ; s . | | FﬁL ! = '1" ..1" ;n ' ;n
R et curve 3e o Ho- Mo Mo Mo 7 ®© _[[o. [Jo [o. [o.
H 4 Ul4F7  4F7  7R0FR A73FA 70AFA - [T nes D3RF7 45057 4 ARFT 10RFT o
% . s He- Ho- I 1 1 o
. SOt 0L wiouns DliFs PR AN1FR 2BOFR DATFR A 1FE 113F7 ra L DdFR
0.000001 1 =
PP I I I "R " R e o 1 i o. [o. 4 Mes
““""D“‘“P"“ Cyele E | e wansi ¢ 197F6 70RFR ARRFA BORFA (- o fei. 399FR
> BLELE.%%EL’J 2 2 Mo @ [@o (Mo
QC Summary A e Wc Mo ME Hr Hc HH FI4Fa  1F4  718FR ARRFR AARFR MI- FAL FAL -1“1#.‘1&‘9'1‘}\5#.1@6
| B o, 0o, 2. Mo (.
g Muitiple Plots View e AERE AR 00y 4 f 1WFIE|I i TATFR 8A9FR RRD  Ann
5 ¥ ~ = o [[bo.. [Eo. [fb. CrE
Target: DnaA w Threshold: [7] Auto 187520876042 [7] Auto Baseline = S L E,:, E;F, 1mm_—, i i ,1....__( [T |
....... et T T e P PO T T T SR
! JIL | r wells: [ 78 Unknown [5] 16 Standard [] 2 Negative Control 0 Empty
& Analysis Summary: Total Wells in Plate: 96 Wells Set Up: 98 Wells Omitted Manually. 1 ‘Wells Flagged: 33 Wells Omitted by Analysis: 0 Samples Used: 27 Targets Used:1

Lauf speichern:
Auf Pfeil neben Diskette driicken und Save As driicken und gewiinschten Speicherort auswéahlen

Falls gleiches Experiment mehrmals wiederholt wird kann es als Templat abgespeichert werden
(Niemals Lauf zuerst als Template abspeichern und dann Save as driicken da alle
Daten dann verloren gehen!)

grﬁﬁ&ﬁmmﬂ
File Edit Instrument Analysis

New Experiment ~ 5 Open{ [a Save ~ )} Close | 4@ Export.. = £} Print Report...

Experiment Menu « | Experiment: Untitled

Setup

Amplification Plot

_ RPun { Plot Settinas
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Gewonnene Daten exportieren:

Auf Export driicken

2 7500 Software v2 37

File Edit Instrument Analysis Tools Help

[] Mew Experiment - = Open.. = Save - L_: &L Print Report...

Experimeni Menu <« | Experiment: Untitled

Dieses Fenster sollte sich 6ffnen

[ D Export Data v --—l-_ =

“ Selectthe type of data to export, select whether to export one file or separate files, then enter export file properties. (Optional) Click "Customise Export” to change the export )
format and to select fields to export. Click "Start Export™ to export your data. =/

Export Properties T Custornise Export

[7] 8ample Setup [¥] Results
7] Raw Data || Multicomponent Data

1. Select data to export:
[] Amplification Data

2. Selectone file or separate files: |One File + | Selectto export all data in one file or in separate files for each data type.
3. Enter export file properties:

Exporl File Name:  |Untitled_data File Type: 3

Export File Location: | C:\Applied Biosystems\7500\experiments

|| Open file(s) when exportis complete

Save current settings as the default | startExport | | cancet |

Bei 1. Kann ausgewahlt werden welche Daten exportiert werden (wichtig ist das bei Results ein Hiakchen
ist)

Falls bei 1. mehrere Hakchen gesetzt worden sind, kann bei 2. entschieden werden, ob alle Daten in
einem Excel Sheet (jedes Kreuz steht flir eine Mappe) eingefiigt werden oder in separaten Files.

Bei 3. Kann der File Name und Speicherort (Browse anklicken) ausgewéhlt werden
Danach Start Export driicken (unten rechts)

Nach dem Exportieren erscheint ein Feld in dem man gefragt wird ob noch mehr Daten exportiert werden
sollen oder das Feld geschlossen werden soll.

Am Schluss Gerat und Laptop ausschalten (Platte rausnehmen und entsorgen)
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Beispiel einer gPCR Pipettiervorlage

e awa ApHc crimistivs PGR Aquatic Ecolo
laquatic research coo Lab-Form Primer testing: Analysis q ay
Created by : .
Marco Thali created on 17.03 2016 Version 201601 updated : 17.03.2016
Primer testing with 2x SYBR Green | Master
Reagents Primer names andlor Aliquot/ LotNoe | Concentration Date of preparation/dilution
SYBR Green | Master (Roche) Product No. 04887352001 2x
Ap_DnaA_Fwd F-AAT GOT TGO ATC ATA ATT TAA AGAC-Y - 2555179 45 |_,|M 05.04. 20186
Ap_DnaA_Rev SGTTTTGAAG AhA GAL ATG TTT CAAG-¥ - 2558180 4.5 uMm 05.04.2016
Ap_EF1a_Fwd HTAGCAG TTA CAT GAA G ANT CEG-Y - 2558177 4.5 pM 05.04.2016
Ap_EF1a_Rev SLATG TTG TOTCCA TTC CAT COA G2 - 28178 4.5 uMm 05.04,. 2018
Sample names Concentration Date / Date of dilution
see sample sheet file: see sample sheet from:
Sample DNA
na/ul 05.04.2016
Procedure:

1. Fill in name of PCR program, annealing temperature, no of PCR cycles, name of PCR maching, no of primer pairs and total no of PCR reactions below

PCR program name Annealing temp (*C) Nr of cycles PCR machine
2-Step 57 50 Cyder 11 - AB| 7500Fast
Nr of primer pairs Total Nr of PCR meactions Plus volume (%) Total volume of SYBR mibx (pl)
1 a8 7} 630.00
2. Prepare Mix by adding ddH-0 (1) and 2x SYBR Green | Master (11) in separate tube
3. Add primers (1) / (V) and Probe (V) and mix well
4, Distribute 10 pl of mix into PCR wells
5. Add 2.5 pl of sample DNA or positive/negative control into corresponding PCR well(s) PCR program 2-Step:
Mix per primer  |Mix per reaction |Final concentr. Heated lid 105°C
ddH,0 1280 () 1.25 pl 50 °C 2 min
SYBR Green | Master (Roche) B830.0u (Il 6.25 pl 1x
Forward Primer 126.0 pl (N 1.25 pl 0.450 pM 95 °C 10min
Reverse Primer 126.0 i (V)|  1.25 i 0.450 pm
85 °C 15sec
Total: B882.0 pl 10.00 pl
Sample DNA / controls 2.50 pl 0 nglpl o °C 30sec
Final volume 12,50 pl PCR program mekting curve:
95 °C 15sec
60 °C 60sec
88 °C
Sample order: 10 °C w
Primer Fwd Standardreihe Proben Primer Rev
A Ap_Dnad_Fwd 109 1049 A0 AlE1D ABAD A15383 | A15383 Ap_Dnad_Rev A
B 108 108 A15-11 A5 Al5-11 | A15-385pi | A15-3850 B
[+ 10%7 10°7 MEAT | AISAT AISAT | A15-392r | A1S-M2gr [+
D 10% 106 AlSET ABET ANB2T | OX-Ci81 | OX-C161 D
E 1045 10°5 | A15-198is| A15-1980is| A15198mis| A15-383 | a0 E
F 10 1044 AS318 [ A15318 [ AI5318 | A1538500 | ddH20 F
G 1043 1073 A15-364 [ A15-364 [ A15-384 | A15-39dgr G
H 1042 10°2 A15370 | A15-370 | A15370 | OX-C181 H
1 2 3 4 5 L1 T 8 9 10 1 12
Notes:
Project Group: Organism(s): Date: Person in charge:

Spiroplasma sp.
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