Isolering af DNA fra løg
I mange genteknologiske problemstillinger, skal man først isolere DNA fra cellernes øvrige bestanddele. Denne procedure er meget generel, men vi bruger løg fordi store løg ofte er poly​ploide; altså har mere end to homologe kromosomer pr celle. Det er fordi løget så bliver større.

Princippet går ud på at nedbryde cellevæggen mekanisk, cellemembranerne med sæbe og proteinerne med et enzym; en protease. Når det er sket, er DNA det eneste større molekyle tilbage, og det kan udfældes fra en opløsning med iskold ethanol.

Apparatur
Kniv og skærebræt
250 mL konisk kolbe

Vandbad, 60 (C

Blender

Filter og tragt

10 mL måleglas

Kemikalier
NaCl(s)

Opvaskemiddel (ikke konc.)

H2O(s)

Protease (NOVO NeutraseR eller pancreatin)
96 % ethanol, -18 (C


Materiale
Stort Zitauerløg

Udførelse
Lav ekstrakt
- Bland 3 g natriumchlorid, 10 mL opvaskemiddel og 90 mL demineraliseret vand i en konisk kolbe.



- Hak løget i stykker af højst 5 mm. Kom løgstykkerne i kolben.

Nedbryd mem​bra​ner og DNA’ser



- Stil kolben i et 60 (C vandbad i præcis 15 minutter. Rør jævnligt i blandingen.

- Lav et isbad klar

Køl

- Køl blandingen af i et isbad i 5 minutter. Rør jævnligt i blandingen.

Nedbryd cellevæg
- Hæld blandingen i en blender og blend i netop 3 sekunder.

Filtrer

- Filtrer blandingen. Du skal kun bruge 6 mL, så det gør ikke noget, hvis fil​te​ret hurtigt stopper til.

Nedbryd protein
- Hæld 6 mL filtrat i et reagensglas. Tilsæt 3 dråber proteaseopløsning og bland grundigt.

Isolér DNA
- Hæld 9 mL iskold ethanol oven på filtratet ved forsigtigt at lade ethanolen lø​be ned langs reagensglassets sider så de to væsker ikke blandes. Lad opløs​ning​en stå uforstyrret i 2 - 3 minutter. DNA diffunderer nu langsomt op i ethan​olfasen, hvor det udfælder i hvide, vatskylignende formationer.



- Vikl DNA op om en glasspatel. Pas på ikke at føre glasspatelen ned i filtratet. Pas også på ikke at knække DNA-stykkerne.

Fortolk

- Hvad ville der ske, hvis vandbadet var 40 (C eller 80 (C?



- Hvad ville der ske, hvis man blendede for længe eller for kort?



- Hvad nytte gør sæbe og protease?



- Hvorfor hælder vi først protease i efter isbadet?

