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DNA-Extraktion aus Zwiebel
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Einleitung

DNA (Desoxyribonukleinsaure) ist die in den meisten Organismen vorkommende

Erbinformation. Obwohl die DNA in einer Zelle etwa 10.000 Mal so lang ist wie die Zelle
selbst, beansprucht sie doch nur 10 % des Zellinnenraums. Die DNA nimmt nur deshalb
einen so geringen Platz innerhalb der Zelle ein, weil sie stark gefaltet und mit Proteinen
zusammen in komplexe Einheiten gepackt ist, die als Chromosomen bezeichnet werden

Mit diesem Verfahren wird chromosomale DNA aus einer gewéhnlichen Zwiebel extrahiert.
Dazu wird die Zwiebel zuerst in einen Mixer gegeben, um die festen Pflanzenzellwande
aufzubrechen. Im nachsten Schritt werden dann die Zellmembranen zerstort. Zellmembranen
bestehen aus Proteinen und Fetten. Genauso wie ein Detergens (z. B. Spulmittel) Fett in
einer Bratpfanne l6st, lassen sich auch Zellmembranen durch den Zusatz von ein wenig
Detergens aufldsen. Den Vorgang Zellen aufzubrechen, nennt man Zelllyse. Sie verwenden
bei diesem Verfahren ein HeiBwasserbad und eine Zelllyselésung (Cell Lysis Solution) auf
Detergensbasis, um die Zellmembranen der Zwiebel aufzulésen. Bei der Auflésung der
Zellmembranen flie3t der Zellinhalt aus und bildet eine Suppe aus DNA, anderen
Nukleinsauren, aufgelésten Membranen, Zellproteinen und weiteren Inhaltsstoffen. Es ist
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nicht notwendig, hoch reine DNA herzustellen, da die Aufgabe nur darin besteht, diese
sichtbar zu machen. Die DNA, die Sie aus der Zellsuppe isolieren, ist daher unrein und
enthalt zellulare Proteine sowie weitere Zellbruchstiicke. Um die DNA sichtbar zu machen,
geben Sie eine DNA-Prazipitationslosung (DNA Precipitation Solution) auf Alkoholbasis zu
der Zellsuppe hinzu. Da die DNA in Alkohol nicht I6slich ist, wird sie prazipitieren (ausfallen)
und es bildet sich eine ,weille Wolke“ aus feinen, zahen Fasern. Zu diesem Zeitpunkt
kénnen Sie die DNA auf ein Holzstdbchen aufwickeln und sie genauer betrachten. Dieses
Verfahren ist bekannt als das Aufpulen der DNA.

Versuchsanleitung

= Eine grob zerschnittene mittelgrof3e Zwiebel in den Mixer geben.

= 60 ml Wasser zugeben (das konische 50-ml-Réhrchen kann dazu als Messgefaf3
benutzt werden).

= 30 s bei niedriger Geschwindigkeit mixen, um die Zwiebel aufzuschliel3en.

= 10 s mixen, um die Zwiebel zu verflissigen; pausieren und auf grobe Partikel prufen;
falls nétig, nochmals mixen.

= Schritt 4 zweimal wiederholen; die Zwiebel sollte nun verflissigt sein.

= 7 ml der Zwiebelmischung in das R6hrchen geben, welches bereits 7 ml der Cell
Lysis Solution enthélt; den Inhalt durch Umdrehen des Réhrchens mischen. Nicht
schutteln.

= FUr 15 min. in ein Wasserbad mit 60 — 65 °C stellen; es ist wichtig, dass die
Temperatur Uber 60 °C, aber unter 70 °C liegt. Eine Temperatur Uber 60 °C wird
bendtigt, um die Enzyme zu zerstéren, die die DNA abbauen.

= Filter in 50-ml-Rohrchen einlegen; langsam die lysierte Zwiebelmischung tber den
Filter gieRBen und das klare, pinkfarbene Filtrat (gefilterte Flissigkeit) in das Réhrchen
tropfen lassen.

= Vorsichtig ein entsprechendes Volumen der eiskalten DNA Precipitation Solution tber
das Filtrat, das sich am Boden des Rohrchens befindet, schichten.

Vorsicht: Die DNA kann nicht aufgespult werden, wenn sich die DNA-Prazipitationslosung
mit dem Filtrat vermischt. Das Rohrchen sollte in einem leichten Winkel gehalten und die
Prazipitationslésung so zugegeben werden, dass sie langsam an der Innenseite des
Roéhrchens ablauft, damit sie nicht direkt in das Filtrat hineintropft.

= Die klare DNA Precipitation Solution wird sich oben in der Mischung abscheiden. Das
klare pinkfarbene Filtrat wird sich am Boden des Rohrchens befinden und die DNA
aus der Zwiebel sollte an der Grenzflache der DNA Precipitation Solution und dem
Filtrat vorliegen. Die DNA erscheint als eine Wolke aus feinen, viskosen Faden.

= Die DNA wird zur genaueren Untersuchung mit Hilfe des Holzstabchens aufgespult.
Dazu das Holzstabchen in das Rohrchen knapp unter die DNA-Wolke einflhren; das
Stébchen drehen und dabei vorsichtig zwischen der DNA und dem pinkfarbenen
Filtrat am Boden des Rohrchens vor- und zuriick bewegen. Bitte darauf achten, dass
die Schichten nicht vermischt werden. Die DNA sollte sich dann um das
Holzstabchen legen wie Garn um eine Spule.
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