Τμήμα Διατροφής και Διαιτολογίας

ΑΤΕΙ ΣΗΤΕΙΑΣ

εργαστηριο βιολογιας κυτταρου

ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA ΑΠΟ ΦΥΤΙΚΟ ΙΣΤΟ
ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΑΚΗ ΑΣΚΗΣΗ:  ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA
Πρωτόκολλο
Υλικά 
1. Ένα μικρό κομμάτι  ακτινίδιο / 5 άτομα 
2. Υγρό απορρυπαντικό (2,5 ml, μισό κουταλάκι του γλυκού). Προτιμώνται  απορρυπαντικά τύπου Woolite (δεν κάνει πολύ αφρό και περιέχει πρωτεολυτικά ένζυμα)
3. Χλωριούχο νάτριο (NaCl, αλάτι), περίπου 3 g, μισό κουταλάκι του γλυκού
4. Αιθυλική αλκοόλη 95% ή/και φωτιστικό (μπλε) οινόπνευμα. 100 ml, παγωμένα στους   -20 C°  για τουλάχιστον 30 λεπτά.
5. 100 ml νερό βρύσης  ή αποσταγμένο νερό

6. Υδατόλουτρο στους 50-60 C° . Νερό θερμότερο των 60 C0 είναι ακατάλληλο.
7. Ποτήρια ζέσεως: 2 των 250 ml, 1 των 500 ml και 3-4 των 100 ml
8. 1 γυάλινη ράβδο (αναδευτήρας) ή ένα ξυλάκι για σουβλάκι.
9. Μαχαίρι (για να κόψουμε το ακτινίδιο)
10. Κόσκινο με πολύ μικρές τρύπες ή χαρτί Whatman και γυάλινη χοάνη διήθησης
11. Κουταλάκι του γλυκού
Εκτέλεση
1. Καθαρίστε το ακτινίδιο στην μέση και κόψτε το σε μικρά κομμάτια μέσα σε ένα ποτήρι ζέσεως των 500 ml. Πολτοποιήστε το με την βοήθεια ενός μεγάλου κουταλιού. Αυτό γίνεται για να διαχωρίσουμε και να σπάσουμε (διαρρήξουμε) όσο περισσότερο μπορούμε τα κύτταρα. Η διάρρηξη των κυττάρων προκαλεί την έκκριση πρωτεασών που καταστρέφουν τις πρωτεΐνες.  Το ακτινίδιο, όπως και ο ανανάς, έχουν πρωτεάσες  τα ίδια οπότε δεν χρειάζεται να προσθέσουμε.
2. Στο ποτήρι ζέσεως των 250 ml ανακατέψτε: τα 100 ml νερού, το χλωριούχο νάτριο και το απορρυπαντικό. Ανακατέψτε αργά προσπαθώντας να μη σχηματιστεί αφρός. Αυτό ονομάζεται «διάλυµα εξαγωγής (extraction buffer)»
3. Προσθέστε το διάλυμα εξαγωγής στο πολτοποιημένο ακτινίδιο έτσι ώστε να το σκεπάσει πλήρως.
4. Τοποθετήστε στο υδατόλουτρο για 10 με 12 λεπτά (μην το αφήσετε πάνω από 15 λεπτά). 








Τι συμβαίνει; 







· το απορρυπαντικό διαλύει τα λιπίδια που συγκρατούν την  κυτταρική μεμβράνη και απελευθερώνεται το DNA από τον πυρήνα


· οι πρωτεΐνες καταστρέφονται από τις πρωτεάσες του ακτινίδιου

· η θερμότητα επιταχύνει τις αντιδράσεις και εμποδίζει να καταστραφεί το DNA από την δράση των ενζύμων DNAασών 

· το  αλάτι βοηθάει τις DNA αλυσίδες να συσσωματωθούν
5. Όταν βγάλετε το διάλυμα από το υδατόλουτρο, διηθήστε το είτε μέσα από το κόσκινο  ή, για περισσότερη ακρίβεια, μέσα από γυάλινη χοάνη διήθησης την οποία έχετε επιστρώσει με χαρτί Whatman. Συλλέξτε το διηθημένο υγρό σε ένα ποτήρι ζέσεως των 250 ml. 

6. Μοιράστε το διηθημένο υγρό σε ίσες ποσότητες σε μικρότερα ποτήρια ζέσεως ανάλογα με τον αριθμό των ομάδων. Κάθε ομάδα να έχει τουλάχιστον 20 ml υγρού.
7. Γείρετε το ποτήρι  με το διάλυμα υπό γωνία και  ΑΡΓΑ  ρίξε την αλκοόλη ώστε να σχηματιστεί ένα στρώμα πάνω από το υπάρχον διάλυμα. Προσπάθησε να μην ανακατευτεί η αλκοόλη με το υπόλοιπο διάλυμα. Έτσι, είναι σημαντικό να ρίξουμε την αλκοόλη πολύ αργά ώστε να σχηματίσει ένα στρώμα στην επιφάνεια του υδατικού διαλύματος. Αν η αλκοόλη αναμιχθεί με το νερό το DNA αραιώνεται πολύ και είναι δύσκολο να συλλεχθεί. Άφησε για λίγα λεπτά το διάλυμα ακίνητο.
8. To DNA δεν διαλύεται στην αλκοόλη οπότε συσσωρεύεται στο όριο του στρώματος νερού και αλκοόλης. Έτσι, άσπρα μικρά κομμάτια DNA θα αρχίσουν να συσσωρεύονται στο όριο αλκοόλης και νερού και μετά από λίγα λεπτά το DNA θα επιπλεύσει στην επιφάνεια της αλκοόλης
9. Ψάρεψε το DNA στριφογυρίζοντας αργά το ξυλάκι για σουβλάκι.
