Μοριακή βιολογία για μαθητές 

Βακτηριακός μετασχηματισμός

Βακτηριακός Μετασχηματισμός με Μυστηριώδες  DNA
Στόχος 


Να αποδείξουμε εμεπιρικά στους μαθητές τη διαδικασία 

DNA →  →   → χαρακτηριστικά

ώστε να μπορέσουμε να εισάγουμε το κεντρικό δόγμα της βιολογίας
DNA → RNA  →  πρωτεΐνες (+ περιβάλλον) → χαρακτηριστικά
Μαθητές : Γυμνάσιο  - Λύκειο

Διάρκεια: 2 διδακτικές ώρες
Διαδικασία

1. Μετασχηματίζουμε επιδεκιτκά βακτήρια Ε.coli με την εισαγωγή στο βακτηριακό κύτταρο ανασυνδυασμένου (μυστηριώδους ) DNA.
2. Καλλιεργούμε τα μετασχηματισμένα κύτταρα

3. παρατηρούμε το φιανοτυπο των αποικιών που δημιουργούνται

4. Συμπαιρένουμε τις ιδιοτήτες που επάγει το DNA που χρησιμοποιήσαμε
Ανασυδυασμένο DNA στη περίπτωση μας το πλασμίδιο στο οποίο έχουν εσωματωθεί αλληλουχίες που κωδικοποιούν πρωτείνες που έχουν κόκκινο ή πράσινο χρώμα, και άλλες που προστεύουν από συγκεκριμένα αντιβιοτικά.
Επιδεκτικά κύτταρα ή καλύτερα κύτταρα επιδεκτικά μετασχηματισμού ειναι τα βακτηριακά κύτταρα που μετά από τη κατάλληλη επεξεργασία είναι εύκολο να υποδεχθούν το DNA που θέλουμε να εισάγουμε σε αυτά


 ΟΔΗΓΟΣ ΚΑΘΗΓΗΤΗ


Αυτός ο οδηγός καθηγητή περιέχει δείγμα των πιθανών απαντήσεων στις ερωτήσεις της δραστηριότητα. Επειδή οι περισσότερες από τις ερωτήσεις είναι ανοιχτές, οι μαθητές μπορεί να έχουν σωστές απαντήσεις που δεν περιλαμβάνονται σε αυτόν τον οδηγό. Τέλος, αν και το πείραμα που έχει σχεδιαστεί για να οδηγήσει σε  μία σωστή απάντηση, είναι πιθανόν να εμφανιστούν  διακυμάνσεις των δεδομένων μεταξύ των μαθητών. Εφ 'όσον οι μαθητές εξετάζουν προσεκτικά τα δεδομένα τους και να μπορούν να δικαιολογήσουν τις απαντήσεις τους με βάση τα στοιχεία τους, τότε κάνουν επιστήμη! Τα δεδομένα έχουν πάντα δίκιο και δεν υπάρχει αναγκαστικά μια «σωστή απάντηση».

ΠΡΟΚΛΗΣΗ
Κάθε ομάδα μαθητών παραλαμβάνει (με τις κατάλληλες προφυλάξεις) τα υλικά που θα χρησιμοποιηθούν σε αυτή τη δραστηριοτητα.  Ανάμεσα τους και ένα σωλήνα με το ΜΥΣΤΗΡΙΩΔΕΣ DNA. Η αποστολή των μαθητών είναι να ανακαλύψουν ποιές είναι οι ιδιότητες που μπορει να προσδώσει αυτό το DNA στα βακτήρια.
ΕΙΣΑΓΩΓΗ
Μερικές ερωτήσεις για να εστιάσουμε τη σκέψη μας στο σημερινό εργαστήριο:
	Σε τι μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το DNA; 


Μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το DNA για  . . .  

 . . . την αναγνώριση ατόμων (όπως για την επίλυση ενός εγκλήματος), 

. . .  να κάνουμε γενετική μηχανική με μεταφορά  DNA από ένα οργανισμό σε ένα άλλο.
. . . .να κωδικοποιήσουμε και να συνθέσουμε πρωτεΐνες, 
	Πώς μπορεί το DNA να εισαχθεί σε βακτήρια;


Υπάρχουν τρεις στρατηγικές για να βάλουμε DNA σε βακτήρια, (για τις οποίες μπορεί να να θέλετε να μιλήσετε στους μαθητές ή να μην θέλετε).

· Τα βακτήρια μπορούν να μεταφέρουν DNA το ένα στο άλλο με σύζευξη.

· Οι  ιοί μπορούν να εισάγουνε DNA σε βακτήρια με μεταγωγή

· Ή μπορούμε να εισάγουμε DNA σε βακτήρια με τη χρήση χημικών ουσιών ή ηλεκτρικής ενέργειας, να κάνουμε “μετασχηματισμό”. Κατά τη διάρκεια αυτής της δραστηριότητας, θα «δημιουργήσουμε τρύπες» στα βακτήρια, χρησιμοποιώντας χημικές ουσίες και έτσι θα επιτρέψουμε στο DNA να ρεύσει εντός του βακτηρίου- αυτό ονομάζεται ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟΣ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ.

Τα μετασχηματισμένα βακτήρια που δημιουργούνται είναι ΓΕΝΕΤΙΚΑ ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΟΙ (όχι μεταλλαγμένοι) ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ  αφού έχουν διαφορετικό γεντικό υλικο από πριν.
	Γιατί να θέλουμε να εισάγουμε DNA σε βακτήρια;


Μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε τα βακτήρια ως μικρά «εργοστάσια» 

1. για να φτιάξουν περισότερο DNA, καθώς το αναπαράγουν,

2. ή να παράγουν πρωτεΐνες, με το μετασχηματισμό τους  με γονίδια για τις πρωτεΐνες που θέλουμε να παράγουμε (όπως η ινσουλίνη).
	 Γιατί βακτήρια 


Δεν έχουν πυρήνα. Δεν έχουν εξώνια
	Πώς μπορούμε να πούμε ότι το DNA είναι στα βακτήρια που το έχουμε βάλει;



Αυτό που εισάγουμε είναι ένα κυκλικό μόριο DNA, που ονομάζεται πλασμίδιο. Μπορούμε να βάλουμε ένα, δύο, ή περισσότερα γονίδια σε ένα μόνο πλασμίδιο. Ένα από τα γονίδια του πλασμιδίου κωδικοποιεί για μια πρωτεΐνη αντίστασης σε κάποιο αντιβιοτικό και έτσι θα επιτρέψει στα βακτήρια με το αυτό το πλασμίδιο να αναπτυχθούν ακόμα και παρουσία του συγκεκριμένου αντιβιοτικού.


	Τι είναι το πλασμίδιο; Τι είναι τα αντιβιοτικά;



Το πλασμίδιο είναι ένα μικρό κύκλικο μόριο DNA. 

Τα αντιβιοτικά είναι χημικές ενώσεις που παρεμποδίζουν την ανάπτυξη των βακτηρίων – χωρίς να βλάπτουν τους ανθρώπους.
· H Αμπικιλλίνη είναι ένα αντιβιοτικό που εμποδίζει την ανάπτυξη των κυτταρικών τοιχωμάτων βακτηρίων. Έτσι, η αμπικιλλίνη δεν θα σκοτώσει τα βακτήρια (που έχουν ήδη ένα κυτταρικό τοίχωμα), αλλά θα αποτρέψει την αναπαραγωγή  τους (επειδή δεν μπορούν να κάνουν νέα κυτταρικά τοιχώματα). 
· H Καναμυκίνη είναι ένα αντιβιοτικό που επηρεάζει τα προκαρυωτικά ριβοσώματα και  οδηγεί σε σημαντικά ποσοστά κακής μετάφρασης και επηρεάζει εμμέσως τη μετατόπιση κατά τη σύνθεση των πρωτεϊνών
· H Σπεκτινομυκίνη είναι ένα αντιβιοτικό που δεσμέυεται στα προκαρυωτικά ριβοσώματα και διακόπτει τη σύνθεση των πρωτεινών
ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ

Υλικά για κάθε ομάδα (3-5 μαθητές)
· 1 σωλήνα με το μυστηριώδες πλασμιδικά DNA (οι σωλήνες φέρουν αρίθμηση 1,2,3 και 4)

· 1 σωλήνα με βακτήρια E coli επιδεκτικά μετασχηματισμού (σε πάγο)
· 1 σωλήνα υγρό θρεπτικό υλικο LB (Luria Broth)

· 2 αποστειρομένες πλασικές πιπέτες Pasteur

· 1  αποστειρομένο πλαστικό ραβδάκι σχήματος Γ για το στρώσιμο των καλλιεργειών

· 4 τρυβλία Petri με στερεό θρεπτικό υλικό (agar LB) ένα από τα οποίο είναι χωρίς αντιβιοτικά και τα υπολοιπα έχουν ένα από τα αντιβιοτικά ή  Αμπικιλλίνη, ή  Καναμυκίνη, ή Σπεκτινομυκίνη.
Εξοπλισμός και υλικά που θα μοιραστούν όλες οι ομάδες
· Υδατόλουτρο θερμοκρασίας 42οC
· χρονόμετρο ή ρολόι με ακρίβεια δευτερολέπτου
· λεκάνη με θρύματα πάγου
· Χλωρίνη για τη διαχείριση των βιολογικών αποριμάτων

· 1 λύχνος Bunsen ή γκαζάκι για κάθε ομάδα

· 1 υαλογραφικός μαρκαδόρος για κάθε ομάδα

· Μεμβράνη κουζίνας
Μέθοδος
1. Κάτω από στείρες συνθήκες κοντά σε ανοικτή φλόγα μεταφέρετε με τη στείρα πιπέτα τα βακτήρια στο σωλήνα με το μυστηριώδες DNA. 
Σημειώστε στη κορυφή του κλειστού σωλήνα τον αριθμό της ομάδας σας
2. Μεταφέρετε το κλειστό σωλήνα με τα βακτήρια και το πλασμίδιο στο πάγο για 5 λεπτά ανακατεύετε μαλακά. 

Ερώτηση: Γιατί βάζουμε τα βακτήρια στο πάγο;

.......................
3. Παραλαμβάνετε τα τρυβλία Petri  τα οποία κρατάτε κλειστά και σημειώνετε τον αριθμό της ομάδας σας και  το αντιβιοτικό που ενδεχομένως έχουν.
	Ερώτηση: Ποιό είναι το καλύτερο μέρος για να σημειώσετε;


στο κάτω μέρος (τα καπάκια μπορεί να ανακατευτούν – τα βακτήρια όμως θα είναι πάντα στο κάτω μέρος όπου βρίσκεται και το θρεπτικό υλικό)
	Ερώτηση: Ποιό είναι το δείγμα ελέγχου;


Δείγμα ελέγχου είναι το τρυβλίο με θρεπτικό υλικο LB agar χωρις αντιβιοτικό. Αυτό  θα υποδείξει τη παρουσία των βακτηρίων που επιβίωσαν του χειρισμού για το μετασχηματισμό. Εάν δεν εμφανιστούν αποικίες βακτηρίων σε αυτό τότε τα βακτήρια έχουν πεθάνει ή χαθεί και δε μπορούμε να ελπίζουμε να παρατηρήσουμε αποικίες στα υπόλοιπα τρυβλία.
4. Τοποθετήστε τους σωλήνες με τα βακτήρια και το DNA κατευθείαν από το πάγο στο υδατόλουτο στους 42οC για 90 δευτερόλεπτα ακριβώς (5 δευτερόλεπτα πάνω κάτω δεν πειράζει ιδιαίτερα) και μετά γυρίστε τα στο πάγο
	Ερώτηση: Τι νομίζεται πως κάνει η θέρμανση στους 42οC;


Η θέρμανση στο συγκεκριμένο διάλυμα “ανοίγει τρύπες” από τις οποίες θα μπει το πλασμιδιο στο εσωτερικο του βακτηρίου. Η επιστροφή στο πάγο εξασφαλίζει το σταμάτημα της διαρροής του κυτταροπλάσματος του βακτηρίου προς το περιβάλλον που θα οδηγούσε στο θάνατο του.

5. Κάτω από στείρες συνθήκες μεταφέρατε με τη δεύτερη αποστειρωμένη πιπέτα Pasteur υγρό θρεπτικό υλικό LB στο σωλήνα με τα μετασχηματισμένα πλέον βακτήρια. Δε χρειάζεται πλέον να τα κρατάτε σε πάγο.
	Ερώτηση: τι κάνει το θρεπτικό υλικό LB και γιατί δε χρειάζεται ο πάγος πιά;


Το θρεπτικο υλικό LB(Luria-Bertani) περιέχει νερό, άλατα και θρεπτικέ ουσίες για τα βακτήρια. 

Η αραίωση του αρχικού δείγματος το αποδυναμώνει και έτσι δε δημιουργούνται πια “τρύπες” στη πλασματική μεμβράνη των βακτηρίων και επομένως αυτά μπορούν να επιβιώσουν και σε υψηλότερες θερμοκρασίες όπου και αναπτύσονται.

6. Κάτω από στείρες συνθήκες μοιράστε τα αραιωμένα μετασχηματισμένα βακτήρια στο τέσσερα τρυβλία Petri με το στερεό θρεπτικό υλικό και απλώστε τα ομοιόμορφα με το αποστειρομένο πλαστικό ραβδάκι σχήματος Γ
Οδηγία: το ίδιο ραβδάκι μπορεί να χρησιμοποιηθεί και στα τέσσερα τρυβλία όσο διατηρείται στείρο. (μην το ακουμπήσετε πουθενά)

7. Τυλίξτε τα τρυβλία με μεβράνη κουζίνας και αφήστε τα σε θερμοκρασία δωματίου μακριά από το φως για 2-3 ημέρες

	Ερώτηση: Γιατί  2-3 ημέρες σε θερμοκρασία δωματίου;


Τα βακτήρια που χρησιμοποιούμε είναι E. coli που αναπτύσονται στο ανθρώπινο έντερο που έχει θερμοκρασία 37οC. Εάν δε χρησιμοποιήσουμε θάλαμο επώασης  37οC θα χρειαστούν λίγο περισότερο χρόνο για να αναπτυχθούν και να εμφανιστούν οι αποικίες που θα δημιουργήσουν
	Βακτηριακός Μετασχηματισμός με Μυστηριώδες  DNA (ΙΙ)

	Μερικές ερωτήσεις

	1. Τι είναι τα αντιβιοτικά και γιατί νομίζεις πως τα χρησιμοποιήσαμε στα τρυβλία που ετοιμάσαμε; 

Τα αντιβιοτικά είναι χημικές ενώσεις που παρεμποδίζουν την ανάπτυξη των βακτηρίων – χωρίς να βλάπτουν τους ανθρώπους.
· H Αμπικιλλίνη είναι ένα αντιβιοτικό που εμποδίζει την ανάπτυξη των κυτταρικών τοιχωμάτων βακτηρίων. Έτσι, η αμπικιλλίνη δεν θα σκοτώσει τα βακτήρια (που έχουν ήδη ένα κυτταρικό τοίχωμα), αλλά θα αποτρέψει την αναπαραγωγή  τους (επειδή δεν μπορούν να κάνουν νέα κυτταρικά τοιχώματα). 
· H Καναμυκίνη είναι ένα αντιβιοτικό που επηρεάζει τα προκαρυωτικά ριβοσώματα και  οδηγεί σε σημαντικά ποσοστά κακής μετάφρασης και επηρεάζει εμμέσως τη μετατόπιση κατά τη σύνθεση των πρωτεϊνών
· H Σπεκτινομυκίνη είναι ένα αντιβιοτικό που δεσμέυεται στα προκαρυωτικά ριβοσώματα και διακόπτει τη σύνθεση των πρωτεινών
Τα χρησιμοποιήσαμε για να ελέγξουμε την ανθεκτικότητα των βακτηρίων, αν δηλαδή τα βακτήρια μπορούν να αναπτυχθούν ότανυπάρχουν αυτά τα αντιβιοτικά.

	2. Τι περιμένεις να αναπτυχθεί σε κάθε ένα από τα τρυβλία εάν το DNA επάγει ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη;
LB άγαρ
LB άγαρ +  αμπικιλλίνη
LB άγαρ + καναμυκίνη
LB άγαρ + σπεκτομυκίνη
 Βακτήρια  + DNA
(μετασχηματισμένα με το γονίδιο που προσφεέρει ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη)
Ένα στρώμα από πάρα πολλές αποικίες βακτηρίων
Μεμονωμένες αποικίες από βακτήρια που έχουν γίνει ανθεκτικά στην  αμπικιλλίνη
Καμμία αποικία
 (η  καναμυκίνη αναστέλει την ανάπτυξη των βακτηρίων)
Καμμία αποικία
 (η  σπεκτομυκίνη αναστέλει την ανάπτυξη των βακτηρίων)


	3. Τι περιμένεις να αναπτυχθεί σε κάθε ένα από τα τρυβλία εάν δεν έχει προστεθεί  DNA σε αυτά τα βακτήρια;
LB άγαρ
LB άγαρ +  αμπικιλλίνη
LB άγαρ + καναμυκίνη
LB άγαρ + σπεκτομυκίνη
Βακτήρια χωρίς επιπλέον  DNA
Ένα στρώμα από πάρα πολλές αποικίες βακτηρίων
Καμμία αποικία
 (η  αμπικιλλίνη αναστέλει την ανάπτυξη των βακτηρίων)
Καμμία αποικία
 (η  καναμυκίνη αναστέλει την ανάπτυξη των βακτηρίων)
Καμμία αποικία
 (η  σπεκτομυκίνη αναστέλει την ανάπτυξη των βακτηρίων)



Το λεξιλόγιο που θα σε βοιηθήσει να επισημάνεις τα σχχήματα σου.
Στρώμα . . .. .  . . Πάρα πολλές αποικίες από βακτήρια που μεγαλώνουν τόσο κοντά η μία στην άλλη που αλληλεπικαλύπτωνται.

Αποικία. . . . . . .  Κυκλικοί σχηματισμοί με η χωρίς χρώμα πάνω στο άγαρ. Είναι απόγονοι -κλώνοι των βακτηρίων που σχηματίσθηκαν από την αναπαραγωγή των βακτηρίων που προσθέσαμε στο τρυβλίο.

Αμπικιλλίνη . . . Ένα αντιβιοτικό που εδω το χρησιμοποιούμε για να εμποδίσουμε την ανάπτυξη των βακτηρίων.

Καναμυκίνη.  . . Ένα άλλο αντιβιοτικό

Σπεκτομυκίνη. ..Ένα ακόμη αντιβιοτικό.

Ανθεκτικότητα . Η ικανότητα να αντιμετωπίζεις κάτι.

Τρυβλίο . . . . . .  ένα (πλαστικό συνήθως) πιατάκι με σκέπασμα μέσα στο οποίο προσθέτουμε το στερεό θρεπτικό υλικό για να αναπτύξουμε καλλιέργειες μικροοργανισμών.
LB άγαρ . . .  ένα μίγμα με τις κατάλληλες αναλογίες θρεπτικών ουσιών που υποστηρίζει με το καλλύτερο τρόπο την ανάπτυξη των βακτηρίων.

Πλασμίδιο  . .  ένα μικρό κυκλικό τμήμα DNA
	Ερώτηση: πόσα μετασηματισμένα βακτήρια περιμένουμε να δούμε;


Περιμένουμε να δουμε δεκάδες ή εκατοντάδες αποικίες. Ανάλογα με το πόσα αποτελεσματική ήταν η διαδικασία του μετασηματισμού. Σίγουρα όμως δεν περιμένουμε να μετασχηματιστούν όλα τα βακτήρια με τα οποία ξεκινήσαμε.

Παρατήρηση των καλλιεργειών.
Α.  Απεικόνισε ότι βλέπεις στα τρυβλία που ετοίμασες.
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	Ερώτηση: Γιατί σχηματίστηκε ένα στρώμα από βακτήρια στο τρυβλίο χωρις αντιβιοτιτκά;


Χωρίς αντιβιοτικά αναπτύσονται όλα τα βακτήρια με τα οποία μολύναμε το τρυβλίο και κάθε ένα σχηματίζει μια αποικία από πάρα πολλούς απογόνους. Το τρυβλίο αυτό είναι το δείγμα ελέγχου που επιβεβαιώνει πως όλα πήγαν καλά και πως έχουμε βακτήρια τα οποία μπορούν να δώσουν απογόνους.

Ακόμη δεν είναι εύκολο να ξεχωρίσουμε χρώμα (αν υπάρχει) γιατί καλύπτεται από τις άχρωμες αποικίες
	Ερώτηση: Γιατί δεν αναπτύσονται βακτήρια σε κάποια τρυβλία


Στα τρυβλία που υπάρχουν αντιβιοτικά παραμποδίζεται η ανάπτυξη των βακτηρίων.
	Ερώτηση: Γιατί  αναπτύσονται μεμονωμένες και χρωματισμένες αποικίες σε ένα από τα τρυβλία


Στο τρυβλίο που βάλαμε τόσο απλά βακτήρια όσο και μετασχηματισμένα βακτήρια (που έχουν αποκτήσει την ικανότητα να συνθέτουν κάποιο χρώμα και να αντέχουν τα συγκεκριμένο αντιβιοτικό) επιβιώνουν μονο τα μετασχηματισμένα και έτσι εμφανίζεται και το χρώμα τους.
Β. Συμπλήρωσε το πίνακα με τα δεδομένα από τη τάξη σου. Τι παρατηρεί κάθε μία από τις δύο ομάδες (RFP  και GFP) στα τρυβλία της;

	Μυστηριώδες DNA
	LB άγαρ
	LB άγαρ +  αμπικιλλίνη
	LB άγαρ + καναμυκίνη
	LB άγαρ + σπεκτομυκίνη
	Παρατηρώντας το φαινότυπο, τι ιδιότητες μετέφερε το DNA που χρησιμοποίησες;

	RFP


	στρώμα
	τίποτα
	τίποτα
	Μεμωνωμένες  κοκκινες αποικίες
	Κόκκινο χρώμα + ανθεκτικότητα στην σπεκτομυκίνη

	GFP


	στρώμα
	τίποτα
	Μεμωνωμένες  πράσινες αποικίες
	τίποτα
	Πράσινο χρώμα χρώμα + ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη


Γ. Ποιές ιδιότητες επάγει κάθε ένας από τους δύο τύπους DNA (RFP  και GFP) στα βακτήρια;
 Το μυστηριώδες DNA τύπου RFP  δίνει στα βακτήρια την ικανότητα να γίνινται κόκκινα και να αναπτύσονται παρουσία σπεκτομυκίνης. 

 Το μυστηριώδες DNA τύπου GFP  δίνει στα βακτήρια την ικανότητα να γίνινται πράσινα και να αναπτύσονται παρουσία καναμυκίνης.

