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DNA ur kaviar

Enkel extraktion av DNA ur kaviar

Syfte

Denna enkla laboration visar hur man kan rena fram DNA fran kaviar,
dvs fran fiskdgg. Det dr ett mycket forenklat recept pa DNA-extraktion
och ger inte heller nagot rent DNA, utan det ar fororenat med bl a fett,
kolhydrater och proteiner. Man fér ett resultat som ar klumpformat,
men har tradstruktur. En del av denna tradstruktur utgérs av DNA.

Utrustning och material

Behov per grupp eller person

+ 20-30 g kaviar t. ex,, rom fran lodda (Mallotus villosus) eller sjurygg
(Cyclopterus lumpus): Sadan rom siljs under varunamnet Abba®.
Den gula eller 'naturliga’ fungerar bast.

« 15 mldiskmedel t. ex,, YES, spadd 1:10 med avjoniserat vatten
+ 1tesked (ca6 g)salt

+ 2ml Tsprit (eller minst 80% etanol). Denna maste vara iskall och
forvaras darfor i en frys innan anvandningen. Se sdkerhets-
foreskrifter nedan.

« 3—4 droppar proteinas, t. ex., Novozymes Neutrase®
«  Glasstav

- Kaffefilter
o Tratt
*  Provror

+ Pasteurpipett med bojd spets
+  Eppendorfror (1.5 ml), till att forvara DNA
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Tillvagagangssatt

1 Mosakaviar och salt i en mortel med hjalp av en mortelstot.
Romkornens viggar skall géras sonder. Salt faller ut proteiner.

2 Tillsatt darefter diskmedlet. Diskmedlet skall tacka kaviaren.
Diskmedlet bser ut fett ur romkornens véggar.

3 Tillsatt 3—4 droppar proteinas och rér om ordentligt. Enzymet
bryter delvis ner [6sliga proteiner.

Fig. 1 Fig. 2 Fig.3

4 Filtrera blandningen genom ett kaffefilter och samla upp filtratet
(= det som runnit genom kaffefiltret) i ett val rengjort provror.

5 Tillsatt forsiktigt iskall T-sprit langst rorets vagg eller till botten av
roret, med hjalp av en pipett. DNA faller ut i kall T-sprit, som ldnga
trddar. Dessa ldgger sig dd i grinsskiktet mellan diskmedel-
l6sningen och T-spriten.

6 DNA nystas upp med en glasstav, en bojd pipettspets, en virknal
eller en trdpinne. DNA kan foras 6ver till provrér eller Eppendorf-ror
och frysas for senare anvdndning (t. ex., att sétta pd en gel for att
utfora gelelektrofores och fdrgning av DNA).

Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6
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Sakerhet

Etanol i frys

De flesta frysar dr inte flamsdkra. Av denna anledning mdste man
forsakra sig om att etanol eller T-sprit, som forvaras i frys dr ordentligt
tillsluten. Ett alternativ till att forvara etanolen i en frys, ar att [ata den
tillslutna flaskan sta pa is i flera timmar innan anvdndandet.

Preparation

T-spriten eller etanolen maste vara ordentligt kyld innan anvandningen.

Tidsatgang

Ca1timme.

Felsokning

Maénga handdiskmedel fungerar inte. De |6ser ut fett ur cellmembraner
alltfor daligt, sa att DNA inte frilaggs. Vi har funnit att YES dr ett
diskmedel som fungerar.

Utan proteinas blir ocksa resultatet samre, eftersom mycket protein ar
kvar som fororening.

Typ av kaviar har betydelse; den gula (‘naturliga’) typen fungerar bra.
Kaviar som kops i tub, fungerar inte, eftersom rommen (=fiskdggen) ar
blandade med andra ingredienser och dessutom for sma for att malas
sonder ordentligt. Det ar viktigt att mala sonder rommen ordentligt sa
att 4ggmembranerna slits itu.

Forslag pa ytterligare undersokningar

For att gora elektrofores pA DNA-extraktet, [6ses lite av det i ca 0.5 ml
bromfenolblatt som anvinds som ’loading dye’. Tillsétt ca 20 ul av
[6sningen i en brunn i en 1% agarosgel. Fargning med Azur A losning
efter elektroforesen visar att nukleinsyror finns med i extraktet. (RNA
ger en ljusare skar farg an DNA) [1].

Receptet kan anviandas med andra livsmedel, t. ex. mjolke frén fisk,
brdss fran kalv eller frukter och gronsaker, som adrter ock 1ok [2]. Mjolke
och briss ar det som lattast ger goda resultat, men det kan vara svart
att fa tag pa. Vill man gora en renare extraktion fordras andra
[6sningsmedel och centrifugering. Det har forekommit recept pa
extraktion av DNA fran en del frukter som jordgubbar och kiwi. Det
har visat sig att det dr pektin som har extraherats och inte DNA.

VIKTIGT!

Efter utbrotten av BSE och vCJD i England har man rekommen-
derat att inte anvdnda kalvtymus vid skollaborationer i England,
eftersom man dr radd for att det finns en minimal smittorisk, nar
extraktet prepareras fram.
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Inkopsstallen

Det mesta material som behovs for denna laboration kan kopas i en
vanlig livsmedelaffar.

Novozymes Neutrase® kan kopas fran National Centre for Biotechnolgy
Education, UK (http://www.ncbe.reading.ac.uk).

En krok pd en pasteurpipett far man genom att varma spetsen i en
gaslaga och boja den.

Referenser

1 [llluminating DNA by Dean Madden (2000) Reading: National
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Denna praktiska handledning kan laddas ned frdn:
http;//www.ncbe.reading.ac.uk

2 Investigating plant DNA by Dean Madden [Ed.] (1995) Reading:
National Centre for Biotechnology Education.

Detta dr en handledning frdn ett NCBE-kit, som forklarar hur man
kan extrahera DNA frdn mdnga olika véixtvdvnader och hur man
sedan kan kora det pd en elektrofores gel. Denna kan nedladdas
frdn: http;/www.ncbe.reading.ac.uk

Ytterligare lasning

Millar, R. (1996) DNA from bacterial cells SSERC Bulletin 189, 6-8.

Denna artikel beskriver extraktion av DNA frdn bakterier i
mikroskala, som ett alternativ till Gram test.
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