	Βακτηριακός Μετασχηματισμός με Μυστηριώδες  DNA (Ι)

	Όνοματεπώνυμο                                                                                                                          τμήμα                 ημερομηνία                                              

	Η αποστολή σου

	Θα παραλάβει μια σειρά υλικά και ανάμεσα τους ένα σωλήνα που θα περιέχει DNA με άγνωστες ικανότητες. Θα αναλάβεις να διερευνήσεις τις δυνατότητες αυτού του ΜΥΣΤΗΡΙΏΔΟΥΣ DNA. 
Για να μάθεις τι μπορεί να κάνει αυτό το ΜΥΣΤΗΡΙΩΔΕΣ DNA θα πρέπει να το εισάγεις σε βακτήρια και να δημιουργήσεις έτσι γενετικά τροποποιημένους οργανισμούς που θα φέρουν εκφράσουν τις πληροφορίες που είναι ενσωματωμένες στο ΜΥΣΤΗΡΙΩΔΕΣ DNA.  Στη συνέχεια πρέπει να πολλαπλασιάσεις τα γενετικά τροποποιημένα βακτήρια να τα επιλέξεις και να τα χαρακτηρίσεις. 

	ΕΙΣΑΓΩΓΗ:  Μερικές ερωτήσεις για να εστιάσουμε τη σκέψη μας στο σημερινό εργαστήριο. 

	Σε τι μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε το DNA; 
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	Πώς μπορεί το DNA να εισαχθεί σε βακτήρια;
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	Γιατί να θέλουμε να εισάγουμε DNA σε βακτήρια;
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	 Γιατί βακτήρια;
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	Πώς μπορούμε να πούμε ότι το DNA είναι στα βακτήρια που το έχουμε βάλει;
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	Τι είναι το πλασμίδιο; 
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	Τι είναι τα αντιβιοτικά;
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ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΣ
(Βεβαιωθείτε ότι έχετε στη διάθεση σας όλα τα υλικά και τον εξοπλισμό που απαιτείται)
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 αποστειρωμένες πλαστικές πιπέτες Pasteur

1  αποστειρωμένο 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 υπόλοιπα 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 θρύμματα πάγου

· [image: image1.emf]Χλωρίνη για τη διαχείριση των βιολογικών απορριμμάτων
· 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 από το σωλήνα τους 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. 
3. Παραλαμβάνετε τα τρυβλία Petri  τα οποία κρατάτε κλειστά και σημειώνετε τον αριθμό της ομάδας σας και  το αντιβιοτικό που ενδεχομένως έχουν.
4.   Τοποθετήστε τους σωλήνες με τα βακτήρια και το DNA κατευθείαν από το πάγο στο υδατόλουτο στους 42οC για 90 δευτερόλεπτα ακριβώς 
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.
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 αποστειρωμένο 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 μεμβράνη κουζίνας και αφήστε τα σε θερμοκρασία δωματίου μακριά από το φως για 2-3 ημέρες.

