DNA Präparation aus Tomaten

· 30 mL Ethanol je nach Gruppenzahl in Eis kühlen

· Eine halbe Tomate mit einem Messer in kleine Würfelschneiden und in ein 100 mL Becherglas geben.

· 20 mL Extraktionspuffer dazugeben (Siehe unten!) und das Becherglas für 15 min in ein 60 °C heißes Wasserbad stellen.

· Den Inhalt des Becherglases in einem Mörser mit einem Pistill gut homogenisieren

· Das Homogenisat durch ein Faltenfilter in ein Reagenzglas filtrieren

· 1,5 mL entnehmen und in ein 20 mL Becherglas überführen

· 5 mL eiskaltes Ethanol zugeben

DNA fällt in weissen Fäden aus und kann mit einem feinen Glashäkchen herausgezogen werden (Behutsam vorgehen, da die DNA-Fäden leicht fragmentiert werden!).
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Der Extraktionspuffer ist 6 M an Guanidinhydrochlorid, 0,1 M an Natriumacetat und wird mit Salzsäure auf pH 5,5 eingestellt.

Fragen:  Erläutern Sie die Funktion von Guanidinhydrochlorid im Extraktionspuffer.
 

              Warum wird dieser auf pH 5,5 eingestellt?

              Welche Wirkung hat Ethanol im letzten Schritt des Experiments? Wie ist diese zu      

              erklären?
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Weitere Fragen: Es wird mit diesem Experiment nur „rohe“ DNA erhalten, die stark mit 

                                 anderen zellulären Stoffen verunreinigt ist. Welche könnten dies sein und 

                                 wie könnten diese abgetrennt werden?

