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Schulversuch (Gruppe 10/Assistentenversuch):
Isolierung von DNA aus Zwiebeln

Aus herkémmlichen Zwiebeln wird in einer schulorientierten Durchfiihrung DNA isoliert.

Erginzend wurde zusitzlich eine Anfirbung der DNA durchgefiihrt.

Zeitbedarf

Vorbereitung: 3 Minuten
Durchfihrung: 25 Minuten
Nachbereitung: 3 Minuten

Chemikalien und eingesetzte Substanzen

Eingesetzte Summen- | Menge R-Satze S-Satze Gefahren- Schuleinsatz
Stoffe formel kenngeich-
nung
Kichenzwiebel - 1/2 - - - -
(Allium cepa) (unbedenklich)
Spulmittel - 10 mL - - - -
(unbedenklich
Ethanol C,HsOH | 70 mL 11 7-16 F Sl
(eisgekiihlt)
Kochsalz NaCl etwa 1 - - - Sl
Essloffel
Methylenblau- CisH1gN3 | wenige 10- 26-38 Xi Sl
Ldsung SCI Tropfen 36/37/38
Wasser H,O nach - - - -
(entionisiert) Bedarf (unbedenklich)

" = nach HessGiss 2006/07

Gerate und Materialien

Kichenmaschine bzw. Kiichenreibe, Messer
Glasstab

Bechergliser 500 mL 2x

Messzylinder

Magnetrithrer mit Wasserbad und Thermofthler
Eisbad

Glas- oder Pulvertrichter

Kaffeefilter

Holzstab

Petrischale




Versuchsaufbau

Abb. 1: Wasserbad auf Magnetrihrer, etwa 60 °C (Abb. mit Ansatz).

Durchfiihrung

Eine halbe geschilte Zwiebel wurde in einer Kiichenmaschine zerkleinert und in ein Becherglas
gegeben. Nun wurden etwa 100 mL Wasser, ein Essloffel Kochsalz (NaCL) sowie 10 mL han-
delstbliches Sptlmittel (,Lyselésung’) zugesetzt und gut mit einem Glasstab umgerthrt
(s. Abb. 2).

Abb. 2 Zerriebene Zwiebeln mit Lyselosung



Nachfolgend wurde der Ansatz fiir etwa 15 Minuten in ein Wasserbad auf einem Magnetriihrer
bei etwa 60 °C gestellt (s. Abb. 1) sowie im Anschluss im Eisbad auf Raumtemperatur abgekihlt
(s. Abb. 3)

Abb. 3: Ansatz im Eisbad

Das abgekiihlte Gemisch konnte nun durch ein Kaffeesieb in ein Becherglas filtriert werden (s.

Abb. 4).

Abb. 5: Filtration

Das gelbliche Filtrat wurde nun mit etwa doppeltem Volumen an eisgekithltem FEthanol
vorsichtig tiberschittet (etwa 70 mL). In den folgenden 2 Minuten fillte sich in der entstandenen

oberen, farblosen Phase eine weiiliche, fidige Substanz aus (s. Abb. 6).



Abb. 6: Ausgefallene weilliche Faden

Beobachtung

Bei den Ausfillungen handelt es sich um isolierte DNA, die im Folgenden mit einem Holzstab
aufgewickelt wurde (s. Abb. 7; Abb. 8).

Abb. 7: Fidige Ausfillungen in der oberen Phase: Abb. 8: Die DNA wird mit einem Holzstab
DNA aufgewickelt.



Erganzung: DNA-Farbung

Zusitzlich wurde die DNA noch auf eine Petrischale tibertragen und mit Methylenblau-Losung
tbergossen. Auch mehrmaliges Waschen mit Wasser (entionisiert) vermochte nicht, die blaue

DNA wieder zu entfiarben.

Abb. 8: Gefirbte DNA

Entsorgung

Der Ansatz konnte nach vorhergehender Neutralisation im Lésungsmittelabfall entsorgt werden.

Die trockene DNA sowie der Holzstab wurden im Feststoffmiill entsorgt.

Fachliche Analyse

Nucleinsduren stellen hochmolekulare Polynucleotide dar. Die zugrunde liegenden Nucleotide
sind aus drei Bausteinen aufgebaut: einer Pentose, einer (stickstoffhaltigen) Nucleinbase sowie

einem Phosphorsiurerest.

Die jeweilige Benennung richtet sich nach der vorhandenen Pentose. Nucleinsiuren mit
Ribofuranose bezeichnet man als Ribonukleinsduren (RNS bzw. RNA), Nucleinsduren mit 2-

Desoxyribofuranose als Desoxyribonukleinsduren (DNS bzw. DNA).
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Die DNA verfiigt tber die vier Nucleinbasen Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin. Die RNA

besitzt ebenfalls Adenin, Cytosin und Guanin. An Stelle des Thymins liegt hier jedoch Uracil vor.
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Im Folgenden ist ein Abschnitt aus einem Nucleinsdurestrang dargestellt:
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Abschnitt aus einem
Nucleinsiurestrang:

X=H=Desoxyribonukleinsiure

X=0OH=Ribonukleinsaure



Entlang der DNA-Ketten variiert die Rethenfolge der Basen. Die Ketten liegen jedoch (bis auf
wenige  Ausnahmen) als parallele Doppelstringe vor, so dass charakteristische
Komplementirbasen beobachtet werden kénnen, d.h., liegt in der einen Kette die Base Adenin
vor, befindet sich am komplementiren Strang die Base Thymin (und umgekehrt). Die

komplementire Base zum Guanin ist das Cytosin (und umgekehrt). Die Basen sind im

Doppelstrang durch Wasserstoffbriickenbindungen verbunden.
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Guanin Cytosin

Die Einzelstringe verlaufen dabei antiparallel zueinander, d.h. sie verlaufen in entgegengesetzter

Richtung.
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Doppelstrang eines DNA-
Abschnitts

Die Doppelstringe verlaufen wiederum in einer Doppelspirale, der so genannten Doppelhelix.

Die Wasserstoffbriicken sind in dieser Konformation der beiden Stringe maximal ausgebildet.

Die hydrophoben Anziehungskrifte sind hier ebenfalls am stirksten ausgebildet.

Die DNA kann durch wichtige Funktionen charakterisiert werden. Durch den genetischen

Vorgang der Replikation kann eine identische Verdopplung erfolgen und sie beinhaltet

Informationen zur Synthese von Ribonucleinsiuren und Proteinen. Generell gesagt, ist sie der

Triger der genetischen Information, d.h. des Erbgutes, aller Organismen. Dabei wird diese

Information nur durch die Reihenfolge der genannten Nucleinbasen im (komplementiren)

Doppelstrang bestimmt'.

Die Zwiebel eignet sich in diesem Versuch sehr gut zur Isolierung der DNA. Aufgrund ihrer

langgestreckten, saftigen und farblosen Zellen eignet sie sich fiir viele genetische Experimente

und hat als Standardorganismus in der Pflanzenzellforschung eine wichtige Bedeutung.

! Fiir detailliertere Informationen sei an dieser Stelle auf entsprechende biologische Fachliteratur verwiesen.



Zunichst wird in dem hier durchgefiihrten Versuch durch die Zerkleinerung mit der
Kichenmaschine oder der Kiichenreibe eine mechanische Zerstérung der Zellen erreicht. Im
folgenden Schritt wird dem Ansatz Kochsalz und Spulmittel zugesetzt. Dabei bewirkt zunichst
das Spilmittel, dass die Zell- und Organellmembranen aufgebrochen werden und die DNA (aus
dem Zellkern) freigesetzt wird. Die im Spilmittel enthaltenen Detergentien konnen aufgrund
ithres chemischen Aufbaus Lipide (hier: Membranlipide) in Lésung bringen (Lyse). Das Kochsalz
erhoht die Loslichkeit der DNA und verstarkt zusatzlich den Effekt der Lyse. Das 15mintitige
Wiarmebad beschleunigt den Prozess. Dabei werden zusitzlich storende DNAsen (Enzyme, die
DNA abbauen konnen) zerstort (bzw. denaturiert). Darauf folgt ein Kaltebad, damit die DNA
moglichst nicht zu lange den heilen Bedingungen ausgesetzt ist. Eine zu lange andauernde
Wirmebehandlung wiirde auch die DNA schidigen. Weiterhin koénnte dem Ansatz
Feinwaschmittel zugesetzt werden, da die darin enthaltenen Enzyme DNAsen sowie andere
Proteine denaturieren koénnen. Dieser nicht besonders wichtige Schritt wurde in dieser

Versuchsdurchftihrung ausgelassen.

Nach der Filtration wird der Ansatz mit (eiskaltem) Ethanol iiberschiittet. Die DNA fillt in der
Folge in schlierenartigen, weillen Faden in der alkoholischen Phase aus. Bei den vorliegenden
niedrigen Temperaturen des Ansatzes wihrend des Eisbades und dem gleichzeitig hohen
Salzgehalt der Losung wird die Hydrathiille der DNA teilweise aufgelost. Bei Zugabe des
eiskalten Alkohols findet auch die Zerstérung der restlichen Hydrathiille statt — die Loslichkeit
wird vermindert —, woraufthin die DNA in der beobachteten Form ausfallen kann®. Die DNA

wird also in Ethanol unloslich.

Das Endprodukt lasst sich isolieren, indem man diese Schlieren vorsichtig mit einem Holzstab

aufwickelt.

Der Versuch verdeutlicht die haufige Vorgehensweise zur Isolation von DNA — auch im
molekularbiologischen Labor. Nach der mechanischen Zerstérung erfolgt die Lyse der
Membranen, die nachfolgende Aufreinigung von Verunreinigungen (etwa Proteine) sowie

schlieBlich das Auffangen der DNA.

Die Firbung der DNA wird in molekularbiologischen Labors hdufig mit dem hochtoxischen,

interkalierenden Ethidiumbromid durchgefihrt. In diesem Versuch gelang eine Anfirbung mit

2 Ebenfalls findet hier eine Erniedrigung der Dielektrizititskonstante in dem Ansatz statt, was die Loslichkeit weiter
verringert.



der zwar nicht sehr sensitiven, aber hierfiir ausreichenden Methylenblau-Lésung. Der Nachweis
gilt dann als spezifisch, wenn sich die DNA auch nach mehrmaligem Auswaschen mit Wasser

nicht mehr entfarbt.

Methodisch-didaktische Analyse

Der Versuch ist ein Standardversuch zur DNA-Isolierung an Schulen. Neben der Durchfiihrung
im Rahmen des Biologieunterrichtes (Genetik) bietet sich eine Behandlung des Themas mit
Schwerpunkt auf dem chemischen Aufbau der Nukleinsduren in der Jahrgangsstufe 11 als
fakultativer Unterrichtsinhalt fir Grund- und Leistungskurse an. Wichtige Grundlagen des
Aufbaus komplexer organischer Molekile (Kohlenhydrate, Heterocyclen) sollten ggf. vorher
angesprochen werden. Weiterfiihrende Informationen, wie z.B. die helicale Ausrichtung der
DNA (Doppelhelix) werden zwar im Lehrplan als fakultativer Unterrichtsinhalt angedeutet,

sollten jedoch m.E. eher dem Biologieunterricht vorenthalten bleiben.

Generell bietet sich der Versuch auch als Einstieg in genetische Sachverhalte fir jiingere
Jahrgangsstufen an. Den Schillern dirfte die Isolierung des Erbgutes einer einfachen
Kiichenzwiebel faszinierend erscheinen. Die abschlieBende Firbung kann das Ergebnis sinnvoll
optisch aufwerten. Dabei kann ein Schwerpunkt auf der methodischen Vorgehensweise liegen
und Verweise auf das Arbeiten in molekularbiologischen Labors eingearbeitet werden. Ohne die
Thematisierung des chemischen Aufbaus der Nukleinsduren erscheint mir der Versuch jedoch im

Rahmen des Chemieunterrichtes als nicht sinnvoll.

Die Vor- und die Nachbereitung erfordern jeweils 3 Minuten, die Durchfihrung etwa 25
Minuten. Somit stellt sich eine Durchfihrung innerhalb einer Unterrichtsstunde als problemlos
dar. Die ungefihrlichen Chemikalien bzw. Substanzen legen die Durchfiihrung im Schiiler-
versuch nahe. Eine Durchfihrung im Rahmen eines Stationenlernens ist ebenfalls denkbar. Beim
Umgang mit Methylenblau-Lésung sollte die starke Farbewirkung — auch auf Textilien und Haut

— beachtet werden.

Es erwies sich in diesem Versuch als vorteilhaft, die Zwiebel mit einer Kichenmaschine zu
zerkleinern. Ein Indikator fir die erfolgreiche mechanische Zerstorung der Zellmembranen (und
der Zellwinde) ist die Menge des austretenden, augenreizenden Zellsaftes. Die ebenfalls

durchgefiihrte Zerkleinerung mit einer Kiichenreibe lieferte nur relativ wenig Zellsaft.
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Der Versuch ist meiner Meinung nach optisch sehr eindrucksvoll und sollte daher in der Schule
auf jeden Fall durchgefiihrt werden, entweder im Rahmen des chemischen oder des biologischen

Unterrichtes.
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