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	Стандартная операционная процедура «Выделение и проверка качества ДНК картофеля из клубней»

	Цель СОП: 
	Упорядочить процесс выделения ДНК из клубней картофеля и анализ качества выделенной ДНК

	Разработчик:
	Тоцкий И.В.

	Рабочее место:
	Лаборатория ДНК паспортизации и молекулярной селекции картофеля

	Утверждено:
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	Разработано на основании:
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Таблица – СОП «Выделение и проверка качества ДНК картофеля из клубней»
	№
	Визуализация
	Описание операции
	Время выполне-ния, квалифика-ция
	Используемые материалы и приборы

	Гомогенизация тканей растения

	1.
	-
	Набрать жидкий азот в ёмкость для работы с растительным материалом
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Жидкий азот, ёмкость для льда и жидкого азота

	2.
	-
	Набрать жидкий азот в ёмкость для хранения пробирок
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Жидкий азот, ёмкость для льда и жидкого азота

	3.
	-
	В чашку Петри скальпелем соскоблить верхний слой с кожуры, не задев мякоть, содержащую крахмал
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Чашка Петри, скальпель

	4.
	-
	Налить жидкий азот в фарфоровую ступку
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Фарфоровая ступка с фарфоровым пестиком, жидкий азот, ёмкость для льда и жидкого азота

	5.
	-
	Поместить растительный материал в фарфоровую ступку с жидким азотом
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Фарфоровая ступка с фарфоровым пестиком, жидкий азот

	6.
	-
	Растереть пестиком растительный материал в ступке, заполненной жидким азотом
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Фарфоровая ступка с фарфоровым пестиком, жидкий азот

	7.
	-
	Второй раз долить жидкий азот в ступку и повторить растирание до порошкообразной массы
	2 мин 30 с, лаборант, м.н.с.
	Фарфоровая ступка с фарфоровым пестиком, жидкий азот, ёмкость для льда и жидкого азота

	8.
	-
	Третий раз долить жидкий азот в ступку, промыть им стенки ступки и подождать его испарения
	2 мин 30 с, лаборант, м.н.с.
	Фарфоровая ступка с фарфоровым пестиком, жидкий азот, ёмкость для льда и жидкого азота

	9.
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	Шпателем перенести 100 мг перетёртого растительного материала из ступки в 2 мл пробирку, находящуюся в охлаждённом жидким азотом штативе
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, пинцет, пробирка 2 мл, лабораторные весы, штатив, жидкий азот, ёмкость для льда и жидкого азота

	Выделение ДНК набором Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)

	10.
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	Приготовить в 1,5 мл пробирке буфер, смешав 400 мкл буфера АР1 (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) и 4 мкл RNaseA (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)), перемешать пипетированием
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (0,5-10 мкл), пипетка-дозатор (100-1000 мкл), пинцет, пробирка 1,5 мл, набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер AP1, RNaseA

	11.
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	Добавить в пробирку с образцом приготовленный буфер
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл)

	12.
	
[image: image4.png]



	Перемешать содержимое пробирки на вортексе
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Вортекс

	13.
	[image: image5.jpg]



	Поместить пробирку на 10 мин в водяную баню, предварительно нагретую до 65 °С, перевернуть пробирку в водяной бане 2-3 раза в течение инкубации
	10 мин, лаборант, м.н.с.
	Водяная баня

	14.
	-
	Добавить в пробирку 130 мкл буфера Р3 (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (20-200 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер P3

	15.
	-
	Перемешать содержимое пробирки на вортексе
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Вортекс

	16.
	-
	Инкубировать пробирку на льду в течение 5 мин.
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Ёмкость для льда, лёд

	17.
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	Поместить пробирку в центрифугу и центрифугировать лизат в течение 5 мин при 20000xg
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	18.
	-
	Перенести лизат в фиолетовую колонку (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)), пробирку с оставшимся лизатом и осадком не выкидывать
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), фиолетовая колонка

	19.
	-
	Поместить фиолетовую колонку (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) в центрифугу и центрифугировать 2 мин при 20000xg
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	20.
	-
	Поместить пробирку с оставшимся лизатом и осадком в центрифугу и центрифугировать лизат в течение 5 мин при 20000xg
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	21.
	-
	Перенести лизат в ту же фиолетовую колонку (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)), что использовалась в предыдущем центрифугировании
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), фиолетовая колонка

	
	-
	Поместить фиолетовую колонку (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) в центрифугу и центрифугировать 2 мин при 20000xg
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	22.
	-
	Перенести фильтрат в чистую 2 мл пробирку без крышки (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), пробирка без крышки 2 мл

	23.
	-
	Данный пункт выполняется только в случае, если набор используется впервые!

Добавить в буфер AW1 302 мл 96-100% этанола.
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	мерный цилиндр 250 мл, стакан с носиком 250 мл

	24.
	-
	Добавить в пробирку 1,5V (от объёма фильтрата) буфера AW1 (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) и перемешать пипетированием
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер AW1

	25.
	-
	650 мкл смеси фильтрата и буфера AW1 (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) перенести в белую колонку (DNeasy Mini spin colume) (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)).
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), белая колонка (DNeasy Mini spin colume)

	26.
	-
	Поместить белую колонку (DNeasy Mini spin colume) (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) в центрифугу и центрифугировать 1 мин при 6000g
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	27.
	-
	Удалить смыв из белой колонки (DNeasy Mini spin colume) (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	

	28.
	-
	Перенести оставшуюся смесь фильтрата и буфера AW1 (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) в белую колонку (DNeasy Mini spin colume) (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)).
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100–1000 мкл)

	29.
	-
	Поместить белую колонку (DNeasy Mini spin colume) (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) в центрифугу и центрифугировать 1 мин при 6000g
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	30.
	-
	Удалить смыв из белой колонки (DNeasy Mini spin colume) (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	

	31.
	-
	Перенести белый фильтр из белой колонки (DNeasy Mini spin colume) (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) в чистую 2 мл пробирку без крышки (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), пробирка без крышки 2 мл

	32.
	-
	Данный пункт выполняется только в случае, если набор используется впервые!

Добавить в буфер AW2 95 мл 96–100% этанола.
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	мерный цилиндр 100 мл, стакан с носиком 100 мл

	33.
	-
	Добавить в фильтр, помещённый в пробирку, 500 мкл буфера AW2 (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер AW2

	34.
	-
	Поместить пробирку с фильтром в центрифугу и центрифугировать в течение 1 мин при 6000g
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	35.
	-
	Удалить смыв из пробирки
	30 с, лаборант, м.н.с.
	

	36.
	-
	Добавить в фильтр, помещённый в пробирку, 500 мкл буфера AW2 (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100–1000 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер AW2

	37.
	-
	Поместить пробирку с фильтром в центрифугу и центрифугировать в течение 1 мин при 20000 g
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	38.
	-
	Удалить смыв из пробирки
	30 с, лаборант, м.н.с.
	

	39.
	-
	Перенести белый фильтр в новую 2 мл пробирку без крышки (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250))
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), пробирка без крышки 2 мл

	40.
	-
	Добавить в фильтр, помещённый в пробирку, 100 мкл буфера AE (набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)) чтобы элюировать и инкубировать в течение 5 мин при комнатной температуре (15–25 °С)
	5 мин 30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (10-100 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер AE

	41.
	-
	Поместить пробирку с фильтром в центрифугу и центрифугировать в течение 1 мин при 6000g
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	42.
	-
	Отобрать фильтрат из пробирки и поместить его в тот же белый фильтр что использовался в предыдущем фильтровании, поместить фильтр с повторно внесённым буфером в пробирку из которой отбирался фильтрат, элюировать и инкубировать в течение 5 мин при комнатной температуре (15–25 °С)
	5 мин 30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (10-100 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер AE

	43.
	-
	Поместить пробирку с фильтром в центрифугу и центрифугировать в течение 1 мин при 6000g
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Центрифуга

	44.
	-
	Белый фильтр выкинуть, содержимое 2 мл пробирки без крышки перенести в 1,5 мл пробирку, пробирку с ДНК поместить в штатив, поставить в морозилку и хранить при –20 °С 
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (100-1000 мкл), пинцет, 1,5 мл пробирка, штатив, морозильная камера

	Проверка концентрации ДНК на спектрофотометре для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000

	45.
	-
	Двойным щелчком мыши по иконке запустить программу NanoDrop 2000
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	46.
	-
	На главной странице в графе «Group» выбрать пункт «Classic»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	47.
	-
	На главной странице нажать кнопку интерфейса «Nucleic acid»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	48.
	-
	Нанести на микроячейку
1 мкл деионизованной воды и опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000, пипетка-дозатор (0,5-10 мкл), деионизованная автоклавированная вода

	49.
	-
	Поднять пробоотборник и положить на микроячейку фильтровальную бумагу, -опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000, фильтровальная бумага

	50.
	-
	Поднять пробоотборник убрать фильтровальную бумагу, нанести на микроячейку 1 мкл буфера АЕ и опустить пробоотборник.
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000, пипетка-дозатор (0,5-10 мкл), набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250), буфер AE

	51.
	-
	Нажать кнопку интерфейса «Blank» для вычитания значения растворителя, с которым будут сравниваться измерения концентрации образцов ДНК
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	52.
	-
	Поднять пробоотборник и положить на микроячейку фильтровальную бумагу, опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000, фильтровальная бумага

	53.
	-
	Поднять пробоотборник, нанести на микроячейку
1 мкл деионизованной воды и опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000, пипетка-дозатор (0,5-10 мкл), деионизованная вода

	54.
	-
	Поднять пробоотборник и положить на микроячейку фильтровальную бумагу, опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000, фильтровальная бумага

	55.
	-
	Поднять пробоотборник, убрать фильтровальную бумагу, нанести на микроячейку 1 мкл выделенной ДНК образца и опустить пробоотборник.
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000, пипетка-дозатор (0,5-10 мкл), образец ДНК в 1,5 мл пробирке

	56.
	-
	В графе «Sample ID» впечатать номер или название образца
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	57.
	-
	Нажать кнопку интерфейса «Measure» для измерения концентрации ДНК
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	58.
	-
	Для экспорта данных нужно выбрать пункт «Reports»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	59.
	-
	Нажать кнопку интерфейса «Export»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	60.
	-
	В появившемся окне ввести имя файла (расширение по умолчанию *.xml)
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	61.
	-
	Нажать кнопку интерфейса «Сохранить»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	62.
	-
	Для возврата на заглавное меню программы выбрать пункт «Home»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	63.
	-
	Закрыть программу NanoDrop 2000
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, компьютер, программа NanoDrop 2000

	64.
	-
	Поднять пробоотборник и положить на микроячейку фильтровальную бумагу, опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, фильтровальная бумага

	65.
	-
	Поднять пробоотборник, нанести на микроячейку 1 мкл деионизованной воды и опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, пипетка-дозатор (0,5–10 мкл), деионизованная вода

	66.
	-
	Поднять пробоотборник и положить на микроячейку фильтровальную бумагу, опустить пробоотборник на 30 с.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000, фильтровальная бумага

	67.
	-
	Поднять пробоотборник, убрать фильтровальную бумагу, опустить пробоотборник.


	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000

	68.
	-
	Пробирку с ДНК поместить в штатив, поставить в морозилку и хранить
при –20 °С 
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Штатив, морозильная камера

	Приготовление рабочих растворов для электрофореза в агарозном геле

	69.
	
	Приготовить 25 мл 18 N NaOH налив 25 мл дистиллированной воды в колбу объёмом 100 мл и добавляя небольшими порциями 18 г NaOH
	3 мин, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, лабораторные весы, колба коническая 100 мл термостойкая, мерный цилиндр 100 мл, стакан с носиком 100 мл

	70.
	-
	Приготовить 100 мл 0,5 молярного раствора ЭДТА-Na2х2H2O (pH 8,0), положив 18,6 г ЭДТА-Na2х2H2O (pH 8,0) в 250 мл колбу, налить 75 мл дистиллированной воды и довести pH до 8,0 добавляя 25 мл 18 N NaOH
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, лабораторные весы, колба коническая 250 мл, мерный цилиндр 100 мл, стакан с носиком 100 мл

	71.
	-
	Приготовить ТАЕ (буферный раствор трис ацетатный) 50x, для чего в колбе 1000 мл нужно смешать 242 г триса основного и 100 мл 0,5 М раствора ЭДТА-Na2х2H2O (pH 8,0), а затем добавить небольшими порциями 57 мл ледяной уксусной кислоты. Смесь доводят дистиллированной водой до 1 л. Хранить в холодильнике при 4 °С.
	3 мин, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, лабораторные весы, колба коническая 1000 мл, мерный цилиндр 100 мл, стакан с носиком 100 мл, фильтровальная бумага, холодильная камера

	72.
	-
	Приготовить буфер ТАЕ 1x, для чего взять 60 мл концентрированного раствора ТАЕ 50x, внести в колбу 3000 мл и довести объём буферного раствора до 3 л дистиллированной водой.
	3 мин, лаборант, м.н.с.
	Колба коническая 3000 мл, мерный цилиндр 100 мл, стакан с носиком 100 мл.

	73.
	-
	Приготовить раствор бромистого этидия 20 мг/мл. 2 г бромистого этидия добавить к 100 мл дистиллированной воды в бутыле 100 мл из тёмного стекла. Размешать реагент в воде на магнитной мешалке до полного растворения. Хранить в тёмной посуде в холодильнике при 4 °С.
	2 ч, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, лабораторные весы, бутыль 100 мл из тёмного стекла, мерный цилиндр 100 мл, стакан с носиком 100 мл, магнитная мешалка, холодильная камера

	74.
	-
	Приготовить 125 мл 1% агарозы, для чего в 250 мл колбу вносят 1,25 г агарозы, добавляют 2,5 мл ТАЕ 50х и доводят объём до 125 мл дистиллированной водой. Раствор агарозы плавят в микроволновой печи.
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, лабораторные весы, колба коническая 250 мл термостойкая, мерный цилиндр 250 мл, стакан с носиком 150 мл, микроволновая печь

	75.
	-
	Приготовить 125 мл 2% агарозы, для чего в 250 мл колбу вносят 2,5 г агарозы, добавляют 2,5 мл ТАЕ 50х и доводят объём до 125 мл дистиллированной водой. Раствор агарозы плавят в микроволновой печи.
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, лабораторные весы, колба коническая 250 мл термостойкая, мерный цилиндр 250 мл, стакан с носиком 150 мл, микроволновая печь

	76.
	-
	Приготовление красителя для электрофореза. В 100 мл колбу налить 50 мл глицерина, 50 мл дистиллированной воды, добавить 0,25 г бромфенолового синего и 0,25 г ксиленцианола голубого, размешать (далее «краситель»)
	3 мин, лаборант, м.н.с.
	Шпатель, лабораторные весы, колба коническая 100 мл термостойкая, мерный цилиндр 100 мл, стакан с носиком 100 мл

	Проведение гель-электрофореза

	77.
	-
	Налить 3 л буфера TAE 1х в камеру для горизонтального электрофореза
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Камера для горизонтального электрофореза

	78.
	-
	Закрепить подложку для геля на заливочном столике 
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик

	79.
	-
	Соединить держатель для гребёнки с гребёнкой
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Держатель для гребёнки, гребёнка

	80.
	-
	Установить держатель для гребёнки с гребёнкой на подложке для геля
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик, держатель для гребёнки, гребёнка

	81.
	-
	Расплавить 1%-й раствор агарозы в микроволновой печи. Агарозный гель должен находиться в 250 мл конической колбе из термостойкого стекла
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Микроволновая печь

	82.
	-
	После охлаждения 1% раствора сахарозы приблизительно до 50 °С добавить в него несколько капель раствора бромистого этидия (20 мг/мл) и перемешать
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Пипетка Пастера 1,5 мл

	83.
	-
	Перелить жидкий 1% раствор агарозы с бромистым этидием в подложку для геля, если при переливании образовались пузыри, убрать их при помощи препаровальной иглы. Ждать пока гель затвердеет.
	20 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик, держатель для гребёнки, гребёнка, препаровальная игла

	84.
	-
	Снять с заливочного столика подложку с затвердевшим гелем и держателем для гребёнки с гребёнкой и переместить их в камеру для горизонтального электрофореза
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик, держатель для гребёнки, гребёнка, камера для горизонтального электрофореза

	85.
	-
	В пробирку 0,2 мл переносят 30–50 нг ДНК в объёме 1–10 мкл ДНК и добавляют 1 мкл «красителя»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Пробирка 0,2, пипетка-дозатор (0,5–10 мкл)

	86.
	-
	Пробирку, содержащую ДНК с «красителем», перемешивают на вортексе
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Вортекс

	87.
	-
	Пробирку, содержащую ДНК с «красителем», кратко центрифугируют на лабораторной центрифуге в течение 10 с при 2000g
	15 с, лаборант, м.н.с.
	Лабораторная центрифуга

	88.
	-
	Убрать держатель для гребёнки с гребёнкой
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, держатель для гребёнки, гребёнка, камера для горизонтального электрофореза

	89.
	-
	Нанести в первую лунку геля 2 мкл ДНК-маркёра 100bp+ готового к нанесению
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, пипетка-дозатор (0,5–10 мкл)

	90.
	-
	Нанести во вторую лунку геля 30–50 нг ДНК (в объёме 1–10 мкл смеси ДНК с «красителем»)
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, пипетка-дозатор (0,5–10 мкл)

	91.
	-
	Закрыть крышку камеры для горизонтального электрофореза
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза

	92.
	-
	Подключить электроды камеры для проведения электрофореза к источнику питания
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	93.
	-
	Включить источник питания
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	94.
	-
	Нажать Клавишу постоянного Параметра на индикатор напряжения (V)
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	95.
	-
	Ввести значение напряжения 70 V при помощи Клавиши прокрутки (обозначена +/-)
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	96.
	-
	Запустить работу, нажав Клавишу Запуск работы, ждать пока ДНК пройдёт 6,7 см.
	30 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	97.
	-
	Нажать клавишу Остановки. Выключить источник питания.
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	98.
	-
	Снять крышку камеры для горизонтального электрофореза, вынуть подложку для геля с гелем, закрыть крышку камеры для горизонтального электрофореза
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза

	99.
	-
	Включить систему Molecular Imager Gel Doc XR+ System (BioRad) для гель-документации
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации

	100.
	-
	Открыть лоток прибора и переложить на него гель из подложки, закрыть лоток.
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, система гель-документации

	101.
	-
	Включить программу «Quantity One»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	102.
	-
	В появившемся окне нажать кнопку «Basic»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	103.
	-
	В появившемся окне выбрать пункт «Select Scanner»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	104.
	-
	В появившемся окне выбрать пункт «Gel Doc XR…» 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	105.
	-
	В появившемся окне в отделе «Step 2» нажать кнопку «Epi White» для включения дневного освещения
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	106.
	-
	Переместить гель в лотке на необходимое место для фотографирования, используя изображение на мониторе
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	107.
	-
	В отделе «Step1» настроить фокус с использованием кнопок «Near» и «Far» и увеличение с использованием кнопок «Tale» и «Wide»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	108.
	-
	В отделе «Step 2» нажать кнопку «Trans UV» для включения ультрафиолетового освещения
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	109.
	-
	Нажать на кнопку «Save»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	110.
	-
	В появившемся окне выбрать папку для сохранения и впечатать имя файла (расширение по умолчанию *.1sc)
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	111.
	-
	В меню File выбрать пункт Export to JPEG Image
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	112.
	-
	В появившемся окне выбрать папку для сохранения и впечатать имя файла (расширение по умолчанию *.jpg)
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	113.
	-
	Закрыть программу «Quantity One»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	114.
	-
	Выключить систему Molecular Imager Gel Doc XR+ System (BioRad) для гель-документации
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	115.
	-
	Гель разрезать и сложить в колбу, поместить в холодильник и хранить при
4 °С 
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Холодильная камера, скальпель

	Создание программы ПЦР на амплификаторе (необходимо только один раз)

	116.
	-
	Нажать кнопку «Menu»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	117.
	-
	Выбрать пункт «Новая», нажать кнопку «Enter»
	10 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	118.
	-
	Выбрать пустой слот с надписью «НЕТ», нажать кнопку «Enter»
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	119.
	-
	Ввести название программы, используя кнопки «↑», «↓», «→», «←» – «SSR60», нажать кнопку «Enter», во всплывшем окне с запросом не является ли создаваемая программа копией выбрать ответ «Нет», нажать кнопку «Enter»
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	120.
	-
	Нажать «Enter», когда стрелка указывает на «Шаг 1» 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	121.
	-
	В пунктах «Сегмент» и «Цикл» выбрать необходимую цифру «1» и «01» соответственно, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	122.
	-
	Нажать кнопку «↓», нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	123.
	-
	Выбрать температуру «T1» – 94 °С, время «t» – 2м00с, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	124.
	-
	Пропустить пункты изменения температуры и времени «dT», «dt», «R», «dR», нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	125.
	-
	Нажать кнопку «↓» и перейти к Шагу 2, нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	126.
	-
	В пунктах «Сегмент» и «Цикл» выбрать необходимую цифру «3» и «45» соответственно, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	127.
	-
	Нажать кнопку «↓», нажать кнопку «Enter» на пункте выбора «T1» и «t» 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	128.
	-
	Выбрать температуру «T1» – 94 °С и время «t» – 1м00с, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	129.
	-
	Пропустить пункты изменения температуры и времени «dT», «dt», «R», «dR», нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	130.
	-
	Нажать кнопку «↓», нажать кнопку «Enter» на пункте выбора «T2» и «t»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	131.
	-
	Выбрать температуру «T2» – 60 °С и время «t» – 1м00с, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	132.
	-
	Пропустить пункты изменения температуры и времени «dT», «dt», «R», «dR», нажать кнопку «Enter» 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	133.
	-
	Нажать кнопку «↓», нажать кнопку «Enter» на пункте выбора «T3» и «t»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	134.
	-
	Выбрать температуру «T3» – 72 °С и время «t» – 2м00с, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	135.
	-
	Пропустить пункты изменения температуры и времени «dT», «dt», «R», «dR», нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	136.
	-
	Нажать кнопку «↓» и перейти к Шагу 3, нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	137.
	-
	В пунктах «Сегмент» и «Цикл» выбрать необходимую цифру «1» и «01» соответственно, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	138.
	-
	Нажать кнопку «↓», нажать кнопку «Enter» на пункте выбора «T1» и «t» 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	139.
	-
	Выбрать температуру «T1» – 72 °С и время «t» – 5м00с, нажать кнопку «Enter»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	140.
	-
	Пропустить пункты изменения температуры и времени «dT», «dt», «R», «dR», нажать кнопку «Enter» 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	141.
	-
	Нажать кнопку «↓» и выставить «Ткр» – 105 °С и «Тсохр» – 10 °С 
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	142.
	-
	Завершить программу зажав кнопку «Menu» – необходимо зажать кнопку «Menu»
	15 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	143.
	-
	Во всплывшем окне с вопросом «Сохранить программу?», выбрать пункт «Да», нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	Приготовление рабочих растворов для проведения ПЦР

	144.
	-
	Приготовить 18 mМ раствор MgCl2, для чего в пробирку 0,5 мл налить 72 мкл 25 mM раствора MgCl2 и 28 мкл деионизованной воды, перемешать пробирку на вортексе, кратко центрифугировать пробирку на лабораторной центрифуге 
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Пробирка 0,5 мл, Пипетка-дозатор (10-100 мкл), вортекс, лабораторная центрифуга

	145.
	-
	Приготовить раствор dNTP (10 mM) для чего в пробирку 0,5 мл налить по 10 мкл 100 мМ растворов dATP, dTTP, dCTP, dGTP, добавить 360 мкл деионизованной воды, перемешать пробирку на вортексе, кратко центрифугировать пробирку на лабораторной центрифуге
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Пробирка 0,5 мл, пипетка-дозатор (20-200 мкл), пипетка-дозатор (0,5-10 мкл), вортекс, лабораторная центрифуга

	146.
	-
	Рассчитать необходимое количество деионизованной автоклавированной воды для разведения праймеров, учитывая показатели, предоставленные производителем.

Расчёт производится по следующим формулам:

A = Ecd,

где:

A – оптическая плотность;

E – коэффициент молярной экстинции;

с – молярная концентрация;

d – оптический путь (см).

c≈(A/Eобщ) х 103,

c – молярная концентрация праймера (1 мкМ);

A – оптическая плотность;

Eобщ – коэффициент молярной экстинции всех нуклеотидов в праймере.

Eобщ = EATP x NA + EGTP x NG + ECTP x NC + ETTP x NT,

где:

Ei – коэффициент молярной экстинции каждого из NTP;

Ni – число каждого из NTP в праймере.

V(μl)=c x 10,

где:
c – молярная концентрация праймера (мкМ);

V – объём деионизованной воды, необходимый для получения 100 мкМ раствора праймера, мкл.
	10 мин, лаборант, м.н.с.
	Компьютер

	147.
	-
	Добавить к праймерам необходимое количество деионизованной воды для получения концентрированных растворов 100 мкМ, перемешать пробирки с праймерами на вортексе, кратко центрифугировать пробирки на лабораторной центрифуге, хранить при
–20 °С 
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Пипетка-дозатор (20–200 мкл), вортекс, лабораторная центрифуга, морозильная камера

	148.
	-
	Развести концентрированные растворы праймеров F и R, и получить 10 мкМ растворы, для чего в две 0,2 мл пробирки налить по 9 мкл деионизованной воды, после чего в одну из них добавить 1 мкл 100 мкМ раствора праймера F, а в другую 1 мкл 100 мкМ раствора праймера R, перемешать пробирки с праймерами на вортексе, кратко центрифугировать пробирки на лабораторной центрифуге, хранить при
–20 °С 
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Пробирка 0,2 мл 2 шт, пипетка дозатор (0,5–10 мкл), вортекс, лабораторная центрифуга, морозильная камера

	149.
	-
	В случае необходимости в пробирке 0,5 мл развести часть выделенной ДНК для получения раствора, содержащего 5 нг/мкл, перемешать пробирку на вортексе, кратко центрифугировать пробирку на лабораторной центрифуге, хранить при –20 °С 
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Пробирка 0,5 мл, пипетка дозатор (10–100 мкл), пипетка дозатор (0,5–10 мкл) вортекс, лабораторная центрифуга, морозильная камера

	Проведение ПЦР

	150.
	-
	Все реактивы бидистиллированную воду (H2O), буфер для проведения ПЦР, раствор MgCl2 (18 mМ), раствор dNTP (10 mМ), праймер F (10 мкМ), праймер R (10 мкМ), раствор ДНК (50 нг) перемешать на вортексе, кратко центрифугировать на лабораторной центрифуге, поместить в лоток со льдом
	3 мин, лаборант, м.н.с.
	Ёмкость для льда и жидкого азота, вортекс, лабораторная центрифуга

	151.
	-
	В пробирку 0,2 мл добавить 6,8 (1,8) мкл деионизованной воды (H2O), 2 мкл стандартного буфера для проведения ПЦР, 2 мкл раствора MgCl2 (18 mМ),
2 мкл раствора dNTP (10 mМ), 1 мкл праймера F (10 мкМ), 1 мкл праймера R (10 мкМ), 0,2 мкл Taq ДНК-полимеразы (5000 е.а./мл), 50 нг ДНК (10-5 мкл раствора ДНК с концентрацией 2–5 нг/мкл соответственно), перемешать на вортексе, кратко центрифугировать на лабораторной центрифуге
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Пробирка 0,2 мл, пипетка дозатор (0,5–10 мкл), вортекс, лабораторная центрифуга

	152.
	-
	Открыть крышку амплификатора
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	153.
	-
	Поставить пробирку в ячейку амплификатора
	10 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	154.
	-
	Закрыть крышку амплификаторв
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	155.
	-
	Включить амплификатор
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	156.
	-
	Если необходима смена программы, нажать кнопку «↓» и выбрать пункт «Поиск», нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	157.
	-
	Используя кнопки «↑», «↓», «→», «←» выбрать программу «SSR60», нажать кнопку «Enter»
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	158.
	-
	Выбрать пункт «Старт», нажать кнопку «Enter»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	159.
	-
	Проверить корректность выбранной программы, нажать кнопку «Enter», запустив программу, ждать завершения работы программы
	3 ч 40 мин, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	160.
	-
	После завершения работы необходимо нажать кнопку «Enter» и выключить прибор 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор

	161.
	-
	Пробирку с продуктами реакции вынимают из амплификатора и сразу же используют для проведения гель-электрофореза, при необходимости хранят при
4 °С до проведения гель-электрофореза
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Амплификатор, холодильник

	Проведение гель-электрофореза

	162.
	-
	Налить 3 л буфера TAE 1х в камеру для горизонтального электрофореза
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Камера для горизонтального электрофореза

	163.
	-
	Закрепить подложку для геля на заливочном столике 
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик

	164.
	-
	Соединить держатель для гребёнки с гребёнкой
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Держатель для гребёнки, гребёнка

	165.
	-
	Установить держатель для гребёнки с гребёнкой на подложке для геля
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик, держатель для гребёнки, гребёнка

	166.
	-
	Расплавить 2%-й раствор агарозы в микроволновой печи. Агарозный гель должен находиться в 250 мл конической колбе из термостойкого стекла
	2 мин, лаборант, м.н.с.
	Микроволновая печь

	167.
	-
	После охлаждения 2% раствора агарозы приблизительно до 50 °С добавить в него бромистый этидий (20 мг/мл) и перемешать
	5 мин, лаборант, м.н.с.
	Пипетка Пастера 1,5 мл

	168.
	-
	Перелить жидкий 2% раствор агарозы с бромистым этидием в подложку для геля, если при переливании образовались пузыри, убрать их при помощи препаровальной иглы. Ждать пока гель затвердеет.
	20 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик, держатель для гребёнки, гребёнка, препаровальная игла

	169.
	-
	Снять с заливочного столика подложку с затвердевшим гелем и держателем для гребёнки с гребёнкой и переместить их в камеру для горизонтального электрофореза
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, заливочный столик, держатель для гребёнки, гребёнка, камера для горизонтального электрофореза

	170.
	-
	В пробирку 0,2 мл, в которой находятся продукты ПЦР, добавляют 1 мкл «красителя»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Пробирка 0,2, пипетка-дозатор (0,5-10 мкл)

	171.
	-
	Пробирку, содержащую ДНК с «красителем», перемешивают на вортексе
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Вортекс

	172.
	-
	Пробирку, содержащую ДНК с красителем, кратко центрифугируют на лабораторной центрифуге в течение 10 с при 2000g
	15 с, лаборант, м.н.с.
	Лабораторная центрифуга

	173.
	-
	Убрать держатель для гребёнки с гребёнкой
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, держатель для гребёнки, гребёнка, камера для горизонтального электрофореза

	174.
	-
	Нанести в первую лунку геля 2 мкл ДНК-маркёра 100bp+ готового к нанесению
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, пипетка-дозатор (0,5-10 мкл)

	175.
	-
	Нанести во вторую лунку геля 20 мкл смеси продуктов ПЦР с «красителем»
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, пипетка-дозатор (2-20 мкл)

	176.
	-
	Закрыть крышку камеры для горизонтального электрофореза
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза

	177.
	-
	Подключить электроды камеры для проведения электрофореза к источнику питания
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	178.
	-
	Включить источник питания
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	179.
	-
	Нажать Клавишу постоянного Параметра на индикатор напряжения (V)
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	180.
	-
	Ввести значение напряжения 90 V при помощи Клавиши прокрутки (обозначена +/-)
	30 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	181.
	-
	Запустить работу, нажав Клавишу Запуск работы, ждать пока фрагмент ДНК пройдёт 6,7 см.
	30 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	182.
	-
	Нажать клавишу Остановки. Выключить источник питания.
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза, источник питания

	183.
	-
	Снять крышку камеры для горизонтального электрофореза, вынуть подложку для геля с гелем, закрыть крышку камеры для горизонтального электрофореза
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, камера для горизонтального электрофореза

	184.
	-
	Включить систему Molecular Imager Gel Doc XR+ System (BioRad) для гель-документации
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации

	185.
	-
	Открыть лоток прибора и переложить на него гель из подложки, закрыть лоток.
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Подложка для геля, система гель-документации

	186.
	-
	Включить программу «Quantity One»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	187.
	-
	В появившемся окне нажать кнопку «Basic»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	188.
	-
	В появившемся окне выбрать пункт «Select Scanner»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	189.
	-
	В появившемся окне выбрать пункт «Gel Doc XR…» 
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	190.
	-
	В появившемся окне в отделе «Step 2» нажать кнопку «Epi White» для включения дневного освещения
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	191.
	-
	Переместить гель в лотке на необходимое место для фотографирования, используя изображение на мониторе
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	192.
	-
	В отделе «Step1» настроить фокус с использованием кнопок «Near» и «Far» и увеличение с использованием кнопок «Tale» и «Wide»
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	193.
	-
	В отделе «Step 2» нажать кнопку «Trans UV» для включения ультрафиолетового освещения
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	194.
	-
	Нажать на кнопку «Save»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	195.
	-
	В появившемся окне выбрать папку для сохранения и впечатать имя файла (расширение по умолчанию *.1sc)
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	196.
	-
	В меню File выбрать пункт Export to JPEG Image
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	197.
	-
	В появившемся окне выбрать папку для сохранения и впечатать имя файла (расширение по умолчанию *.jpg)
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	198.
	-
	Закрыть программу «Quantity One»
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	199.
	-
	Выключить систему Molecular Imager Gel Doc XR+ System (BioRad) для гель-документации
	5 с, лаборант, м.н.с.
	Система гель-документации, компьютер

	200.
	-
	Гель разрезать и сложить в колбу, поместить в холодильник и хранить при
4 °С 
	1 мин, лаборант, м.н.с.
	Холодильная камера


Длительность работ и квалификация задействованных сотрудников:

Суммарная длительность СОП для анализа одного образца: 8 ч 35 мин 30 с – 8 ч 50 мин 30 с, в том числе:

1. Гомогенизация тканей растения – 12 мин; 

2. Выделение ДНК набором Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250) – 57 мин 30 с – 59 мин 30 с;

3. Проверка концентрации ДНК на спектрофотометре для микрообъёмов – 13 мин 20 с;

4. Приготовление рабочих растворов для электрофореза в агарозном геле – 29 мин;

5. Проведение гель-электрофореза – 1 час 14 мин 30 с;

6. Создание программы ПЦР на амплификаторе (необходимо только один раз) – 13 мин;

7. Приготовление рабочих растворов для проведения ПЦР – 20 мин;

8. Проведение ПЦР – 3 ч 49 мин 40 с;

9. Проведение гель-электрофореза – 1 ч 14 мин 30 с;

10.  Перемещение из комнаты в комнату – 5 мин.

Квалификация сотрудника: 

На всех этапах 1–200: лаборант, м.н.с.

Таблица – Расходные материалы и личные средства защиты

	Наименование
	Дополнительная информация (марка, производитель или ссылка на каталожный номер и сайт производителя)
	Единица измерения
	Израсходовано единиц (для многоразовых ставится дробное число: 1/n, где n – сколько раз можно использовать)

	Халат лабораторный
	Kimberly-Clark

Kimtech Science A7
	шт.
	0,01х1

	Перчатки нитриловые
	Kimberly-Clark G10, длина 24 см
	пара
	1,00

	Термос
	THERMOCAFE BY THERMOS EVERYNIGHT-50 (0,5 ЛИТРА)
	шт.
	0,01х1

	Ёмкость для льда и жидкого азота
	BioCision, 2,5 л, круглая с крышкой, TruCool Round
	шт.
	0,01х2

	Штатив
	Для пробирок 1,5-2 мл на 80 мест, полистирол Axygen
	шт.
	0,01х4

	Шпатель
	Bochem

лопатка 45x9 мм,

150 мм
	шт.
	0,01х8

	Пинцет
	Bochem

тупоконечный, без зубца, насечки наверху, 180/10,

105 мм
	шт.
	0,01х1

	Скальпель
	Bochem 150 мм
	шт.
	0,01х2

	Игла для диссекции
	Bochem

рукоятка – пластик; игла – нержавеющая сталь, прямая, длина 140 мм
	шт.
	0,01х1

	Ступка ручная, фарфор, стерильная
	№3 d 90x45 мм
	шт.
	0,01х1

	Пестик фарфоровый стерильный
	№3 d 43x170 мм
	шт.
	0,01х1

	Пипетка Пастера 1,5 мл ПЭ
	Deltalab, ПЭ, нестерильная
	шт.
	0,01х1

	Чашка Петри
	Нейтральное стекло

d 100 мм, h 20 мм
	шт.
	0,01х1

	Бутыль 100 мл из тёмного стекла
	Pyrex (Corning), тёмное стекло, полипропиленовая крышка
	шт.
	0,01х1

	Колба коническая 3000 мл
	Стеклоприбор, термостойкое стекло ТС

Диаметр 187 мм,

высота 310 мм,

d горла 50 мм
	шт.
	0,01х2

	Колба коническая 1000 мл
	Стеклоприбор, термостойкое стекло ТС

Диаметр 131 мм,

высота 215 мм, шлиф 29/32
	шт.
	0,01х2

	Колба коническая 250 мл
	Стеклоприбор, термостойкое стекло ТС

Диаметр 85 мм,

высота 135 мм, шлиф 19/26
	шт.
	0,01х3

	Колба коническая 100 мл
	Стеклоприбор, термостойкое стекло ТС

Диаметр 64 мм,

высота 105 мм, шлиф 14/23
	шт.
	0,01х2

	Мерный цилиндр 100 мл
	Стеклоприбор,

класс 2,

цена деления 1,0 мл
с носиком и пластиковым основанием
	шт.
	0,01х7

	Мерный цилиндр 250 мл
	Стеклоприбор,

класс 2,

цена деления 2,0 мл
с носиком и пластиковым основанием
	шт.
	0,01х3

	Стакан с носиком 100 мл
	Высокий, градуированный,

d 48х80 мм,

термостойкое стекло,

В-1-100 ТС
	шт.
	0,01х7

	Стакан с носиком 150 мл
	Высокий, градуированный,

d 54х95 мм,

термостойкое стекло,

В-1-150 ТС
	шт.
	0,01х2

	Стакан с носиком 250 мл
	Высокий, без градуировки,

d 60х120 мм,

термостойкое стекло,

В-1-250 ТС
	шт.
	0,01х1

	Дозатор (0,5-10 мкл)
	Eppendorf Research Plus
	шт.
	0,01х1

	Дозатор (2-20 мкл)
	Eppendorf Research Plus
	шт.
	0,01х1

	Дозатор (10-100 мкл)
	Eppendorf Research Plus
	шт.
	0,01х1

	Дозатор (20-200 мкл) 
	Eppendorf Research Plus
	шт.
	0,01х1

	Дозатор (100-1000 мкл)
	Eppendorf Research Plus
	шт.
	0,01х1

	Наконечник пластиковый на пипетку - 0,5-10 мкл
	Axygen № T-300 
	шт.
	30,00

	Наконечник пластиковый на пипетку – 1-200 мкл, стерильный
	Axygen № T-200-Y 
	шт.
	10,00

	Наконечник пластиковый на пипетку – 100-1000 мкл, стерильный
	Axygen № Т-1000-В 
	шт.
	11,00

	Пробирка пластиковая 1,5 мл, стерильная
	Axygen № MCT-150-C 
	шт.
	2,00

	Пробирка пластиковая 2 мл, стерильная
	Axygen № MCT-200-C 
	шт.
	3,00

	Пробирка пластиковая 0,5 мл, стерильная
	Eppendorf #0030124537


	шт.
	3,00

	Пробирка пластиковая 0,2 мл, стерильная
	Eppendorf #0030124332 
	шт.
	5,00

	Фильтровальная бумага
	Ф, 520 х 600 мм, листы
	шт.
	2

	Набор для выделения ДНК Qiagen DNeasy Plant Mini Kit (250)
	
	шт.
	1/250

	ДНК-маркёр 100bp+ готовый к нанесению
	BIORON GmbH

	мкл
	4

	Taq ДНК-полимераза со стандартным буфером (не содержит Mg)
	New England Biolabs
	мкл
	0,2

	Набор dNTP 100 mM
	BIORON GmbH


	мкл
	по 10

	Трис 
	Amresco
	г
	242

	ЭДТА-Na2х2H2O
	Amresco
	г
	18,6

	NaOH
	Panreac


	г
	18

	Ледяная уксусная кислота
	Panreac
	мл
	57

	Бромистый этидий
	BioChemica

	г
	2

	Агароза
	Lonza


	г
	3,75

	Глицерин
	Panreac
	мл
	50

	Бромфеноловый синий, натриевая соль
	Amresco
	г
	0,25

	Ксиленцианол FF
	Amresco
	г
	0,25

	Жидкий азот
	
	л
	3

	Лёд
	
	кг
	1

	Деионизованная автоклавированная вода (качества MQ)
	
	мкл
	1020


Таблица – Компьютерные программы
	Наименование (версия)
	Web-ссылка на платную версию
	Бесплатный аналог (если есть), ссылка

	IrfanView 64
	--------
	http://www.irfanview.com/

	Microsoft excel
	Microsoft.com
	OpenOffice Excel


Оборудование:

	Наименование, модель

	Весы лабораторные (Massa-K) ВК-300

	Водяная баня GFL 1002

	Вортекс BIOSAN V1-plus персональный

	Центрифуга Eppendorf Centrifuge 5424R

	Центрифуга лабораторная ПЭ-6906 (Экросс)

	Спектрофотометр для микрообъёмов Thermo Scientific NanoDrop 2000

	Магнитная мешалка IKA RH basic 2 (IKA-Werke GmbH)

	Камера для горизонтального электрофореза Bio-Rad Sub-Cell Model 192

	Источник питания Bio-Rad Power Pac Basic (напряжение: 100-300 В; ток: 4-400 мА; мощность: 75 Ватт)

	Микроволновая печь LG MS2021U

	Система гель-документирования Molecular Imager Gel Doc XR+ System (BioRad)

	Амплификатор BIS Thermocycler M 111-02

	Компьютер Asus K751SJ-TY020D 17,3” (Китай)

	Морозильник ATLANT M7184-000

	Холодильник ATLANT XM4011-022
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