Απομόνωση DNA
1. Βάζουμε 0.1 gr φυτικού ιστού ή βακτηριδίων ή ζωϊκού ιστού σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα και προσθέτουμε 500 μl διαλύματος 100 mΜ Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM EDTA, 20 μl 10 mM DTT, και 20 μl 1 mg/ml πρωτεϊνάση Κ). Η DTT είναι αντιοξειδωτικό πού προστατεύει το DNA από τις φαινολικές ουσίες του φυτού, ώστε να μην οξειδωθεί. Το EDTA δεσμεύει τα ιόντα μαγνησίου, ώστε οι τυχόν DNάσες να μην δύνανται αν δράσουν επί του DNA. H πρωτεϊνάση Κ καταστρέφει πρωτεϊνες και ελευθερώνει το DNA από αυτές.
2. Προστίθενται 50 μl 10% w/v δωδεκασουλφουρικό νάτριο (SDS) (τελική συγκέντρωση 1% w/v) προς διάλυση των μεμβρανών.

3. Το δείγμα επαφίεται στους 50 οC επί 30’ για να δράση η πρωτεϊνάση Κ και να ελευθερωθεί το DNA από τις πρωτεϊνες.

4. Προστίθενται 500 μl φαινόλη, γίνεται εκχύλιση και το δείγμα φυγοκεντρείται στα 10.000 xg, 10’.

5. H κατώτερη φάση (φαινόλη) έχει όλες τις λιποδιαλυτές ουσίες. Η ανώτερη (υδατική) φάση έχει το DNA. Η ανώτερη φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα μικροφυγοκέντρου και εκχυλίζεται με μίγμα 250 μl φαινόλης / 250 μl χλωροφορμίου. Φυγοκέντρηση στα 10.000 xg, 10’.

6. Η υδατική (ανώτερη) φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα μικροφυγοκέντρου. Προστίθεται 1/10 του όγκου (50 μl) 3 Μ οξικό νάτριο, pΗ 5 και ένας όγκος (500 μl) κρύας (-20 οC) ισοπροπανόλης και το παρασκεύασμα επαφίεται στους -20 οC επί ½ h. 

7. Φυγοκέντρηση στα 10.000 xg επί 5’ προς καθίζηση του DNA. Το ίζημα DNA εκπλύνεται με 500 μl αιθανόλης, επαφίεται να στεγνώσει και επαναδιαλύεται σε 100 μl TE (10 mΜ Tris-HCl, pH 8.1). 

