ΕΚΦΕ  ΑΛΙΜΟΥ                                  
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Εργαστηριακή  άσκηση  Γ΄τάξης   Γυμνασίου
ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA ΑΠΟ  ΑΚΤΙΝΙΔΙΟ
ΥΛΙΚΑ

Ένα ακτινίδιο (φράουλα ή ντομάτα)

20 mL διάλυμα εκχύλισης

5 mL παγωμένο οινόπνευμα (αιθανόλη)

Ένα χωνί

Ένα φίλτρο καφέ

Ένα ποτήρι ζέσης

Ένα γουδί

Ένας μικρός δοκιμαστικός σωλήνας

Ένας γυάλινος αναδευτήρας ή μικρή σπάτουλα ή ραβδάκι για κοκτέιλ

Μαύρο χαρτόνι ή τριβλίο Petri 

ΔΙΑΛΥΜΑ ΕΚΧΥΛΙΣΗΣ DNA
Για παρασκευή 100 mL 

5 mL υγρό απορρυπαντικό πιάτων

1.5 g μαγειρικό αλάτι

Σε ποτήρι ζέσης των 250 mL διαλύουμε το αλάτι σε περίπου 50 mL αποσταγμένο νερό. Προσθέτουμε το απορρυπαντικό και αναδεύουμε με γυάλινη ράβδο για να διαλυθεί. Προσθέτουμε νερό ως τα 100 mL. Το διατηρούμε στο ψυγείο.

ΕΚΤΕΛΕΣΗ

1.  Απομακρύνουμε το εξωτερικό περίβλημα από το ακτινίδιο και κόβουμε από το περιφερειακό μαλακό μέρος μικρά κομματάκια.

2. Ζυγίζουμε περίπου 20 g κομματάκια ακτινιδίου και τα τοποθετούμε στο γουδί. Προσθέτουμε περίπου 20 mL από το διάλυμα εκχύλισης και πολτοποιούμε το μίγμα 3-4 min περίπου.

3. Σε ορθοστάτη με λαβίδα στερεώνουμε το χωνί και τοποθετούμε το φίλτρο. Κάτω από το χωνί τοποθετούμε μέσα σε πάγο το δοκιμαστικό σωλήνα. Ρίχνουμε το μίγμα του διαλύματος εκχύλισης-ακτινιδίου στο χωνί. Συλλέγουμε 5 mL διηθήματος.

4. Ρίχνουμε αργά 5 mL παγωμένης αιθανόλης στο δοκιμαστικό σωλήνα και ανακινούμε προσεκτικά. Το οινόπνευμα θα σχηματίσει ένα στρώμα πάνω  από το φιλτραρισμένο υγρό. 
5. Αφήνουμε ακίνητο το σωλήνα για 3-4 min. Το DNA συσσωρεύεται στη φάση της αιθανόλης.

6. Συλλέγουμε το DNA προσεκτικά με γυάλινη ράβδο ή μικρή  σπάτουλα. Το τοποθετούμε στο χαρτόνι ή στο τριβλίο και το αφήνουμε να στεγνώσει.

Ποιος είναι ο σκοπός των διαφόρων σταδίων ;
1.Με τη σύνθλιψη του υλικού στο γουδί διασπώνται τα κυτταρικά τοιχώματα.

2.Το απορρυπαντικό διασπά τις κυτταρικές μεμβράνες και τον πυρηνικό φάκελο, επειδή διαλύει τα λιπίδια των κυτταρικών μεμβρανών και του πυρηνικού φακέλου διαταράσσοντας τις υδρόφοβες αλληλεπιδράσεις που συγκρατούν τα λιπίδια και τις πρωτεΐνες στις μεμβράνες.

3. Το DNA δεν περικλείεται πλέον από την πυρηνική μεμβράνη και είναι υδατοδιαλυτό λόγω των αρνητικά φορτισμένων φωσφορικών ομάδων. Όμως, τα θετικά φορτισμένα ιόντα του Na από το αλάτι του διαλύματος εκχύλισης έλκονται από τις αρνητικά φορτισμένες φωσφορικές ομάδες του DNA, εξουδετερώνοντας το ηλεκτρικό τους φορτίο. Αυτή η εξουδετέρωση κάνει τα μόρια του DNA να <κολλούν> μεταξύ τους και να απομακρυνθούν οι πρωτεΐνες, που είναι συνδεδεμένες με το DNA, και να διατηρηθούν διαλυμένες στην υδατική φάση. 

4. Η προσθήκη κρύας αιθανόλης απομακρύνει τα μόρια του νερού από το DNA και  τα συσσωματωμένα μόρια του   DNA καθιζάνουν στην επιφάνεια μεταξύ νερού- αιθανόλης, επειδή το  DNA δεν είναι διαλυτό στην αιθανόλη. Η συσσωμάτωση κάνει πλέον ορατό το  DNA σαν μία άσπρη βλεννώδη και ινώδη ουσία που συσσωρεύεται στο άκρο της ράβδου.

5. Το κρύο διάλυμα εκχύλισης και η διατήρηση του εκχυλίσματος σε πάγο καθυστερεί τις ενζυματικές  αντιδράσεις και προστατεύει το DNA από τη δράση των νουκλεασών.

6. Το φιλτράρισμα γίνεται για να απομακρυνθούν μεγάλα κομμάτια του υλικού από το ομοιογενοποίημα. 

ΠΗΓΕΣ
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http://www.ctbiobus.org/curriculum/kiwi.html
http://chroma.mbt.washington.egu/outreach/genetics
                               ΦΥΛΛΟ  ΕΡΓΑΣΙΑΣ  ΜΑΘΗΤΗ
Ονοματεπώνυμο:

Τάξη:

Τμήμα:

Ημερομηνία:

Απομόνωση νουκλεϊκών οξέων
1.  Γιατί πολτοποιούμε το ακτινίδιο;

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..

2. Γιατί φιλτράρουμε το μείγμα ακτινιδίου-διαλύματος εκχύλισης;
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

3. Γιατί χρησιμοποιούμε χλωριούχο νάτριο στο διάλυμα εκχύλισης;
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..

4. Το απορρυπαντικό διαταράσσει τις αλληλεπιδράσεις που συγκρατούν τα λιπίδια και τις πρωτεΐνες στις μεμβράνες. Για ποιο σκοπό το χρησιμοποιούμε; ……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………..

5. Γιατί χρησιμοποιούμε κρύο διάλυμα εκχύλισης;

……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………

6. Να ονομάσετε τα νουκλεϊκά οξέα που συγκεντρώνονται στην επιφάνεια επαφής διαλύματος –αιθανόλης.

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
