Activité 3 - La réplication de ’'ADN
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Mise en situation - Recherche a mener

Les divisions cellulaires, mitose et méiose, sont précedees d’'une phase S de synthese d’ADN
au cours de laquelle les chromosomes sont dupliqués : ils passent d'une a deux chromatides.
Ce mécanisme repose sur la replication de 'ADN.

On cherche a comprendre les modalités de cette réplication de ’ADN.
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Ressource

Document 1 : Les hypothéses de Meselson & Stahl,
racontées par les chercheurs

« Nous avons cherché a savoir si TADN se réplique de
facon semi-conservative, de facon dispersive ou de
facon conservative. Autrement dit, a chaque division :

) ! Meselson et Stahl. Photo prise
-Est-ce que les deux brins se séparent, restent sous la en 1996 par F.L.Holmes.

forme d’'un simple brin pendant un certain temps puis se
retrouvent associés chacun a un brin nouvellement

SynthétiSé ? Etape 1 : Comprendre I’expérience et imaginer
-Ou bien est-ce qgu’ils se disloquent et sont ensuite les différents résultats des 3 hypothéses

dispersés pour en conserver aucun brin intact ? La copie . . o "
T . , , Une fois que le principe de I'expérience vous aura été

se realise par fragments disperses dans I'ensemble de presenté par votre professeur vous compléterez le

I’ADN. tableau n°1. Attention de bien respecter le code couleur

-Ou bien est-ce que les deux brins restent indéfiniment 'MPOse pourla schematisation -

accoles et permettent la synthese, a coté d'eux, d'une . gn pleu pour les chaines de nucléotides de 'ADN

molecule dont les deux brins sont nouvellement inital; A o |
synthétisés 2 % - En rouge pour les chaines de nucléotides de I'ADN

nouvellement formé.



ADN avant réplication ADN apreés réplication
Nom des hypothéses
(Génération 0) (Génération 1)
Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge »
Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge »
Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge »

Tableau n°1 des résultats hypothétiques avant I’expérience de Meselson et Stahl aprés une génération de réplication



ADN avant réplication ADN apreés réplication
Nom des hypothéses
(Génération 0) (Génération 1)

Semi-conservatif XXX XXX

Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge »

Dispersi SXOOOOK

Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge »

Conservatif XXX XXX

Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge »

Tableau n°1 des résultats hypothétiques avant I’expérience de Meselson et Stahl aprés une génération de réplication



Nom des hypothéses

ADN avant réplication

(Génération 0)

ADN apreés réplication

(Génération 1)

ADN aprés deux réplications

(Génération 2)

XXX

et | XOOOOCK
conservatif >O<>OOO< XXX XX
Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge » 25% ADN « bleu » + 75% ADN « rouge »
Dispersif >OOOOO< : ~ : : : : : MO
Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge »
consenvatit | SXOXXOOOK
Proportion ADN 100% ADN « bleu » 50% ADN « bleu » + 50% ADN « rouge » 25% ADN « bleu » + 75% ADN « rouge »

Tableau n°1 des résultats hypothétiques avant I’expérience de Meselson et Stahl aprés une et deux générations de réplication



Ressource

Document 1 : Les hypothéses de Meselson & Stahl,
racontées par les chercheurs

« Nous avons cherché a savoir si TADN se réplique de
facon semi-conservative, de facon dispersive ou de
facon conservative. Autrement dit, a chaque division :

) ! Meselson et Stahl. Photo prise
-Est-ce que les deux brins se séparent, restent sous la en 1996 par F.L.Holmes.

forme d’'un simple brin pendant un certain temps puis se
retrouvent associés chacun a un brin nouvellement

SynthétiSé ? Etape 1 : Comprendre I’expérience et imaginer
-Ou bien est-ce qgu’ils se disloquent et sont ensuite les différents résultats des 3 hypothéses

dispersés pour en conserver aucun brin intact ? La copie . . o "
T . , , Une fois que le principe de I'expérience vous aura été

se realise par fragments disperses dans I'ensemble de presenté par votre professeur vous compléterez le

I’ADN. tableau n°1. Attention de bien respecter le code couleur

-Ou bien est-ce que les deux brins restent indéfiniment 'MPOse pourla schematisation -

accoles et permettent la synthese, a coté d'eux, d'une . gn pleu pour les chaines de nucléotides de 'ADN

molecule dont les deux brins sont nouvellement inital; A o |
synthétisés 2 % - En rouge pour les chaines de nucléotides de I'ADN

nouvellement formé.
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Etape 2 : Mettre en ceuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables

Identifier le mode de réplication de ’ADN

Matériel
- 3tubes a essai
- 1 porte tubes
- Bécher de solution de saccharose a 65%
- Bécher de solution de saccharose a 45%
- Bécher de solution de saccharose a 25%
- Bécher de solution de saccharose a 0% (eau distillée)
- Tube Eppendorf de solution bleue « ADN' N »
- Tube Eppendorf de solution rouge « ADN "N »
- Tube Eppendorf qz-; solution jaune « ADN 1R » = résultat aprés un cycle sur
milieu avec ADN "N
- 7 Pipettes
- 1 marqueur

A. Créer un gradient de saccharose :
1. Numéroter les tubes de 1 a 3.

2. Verser 2 mL de solution de saccharose a 65 % dans chacun des 3
tubes. Pour cela, tenir le tube a 45° et faire couler doucement le liquide
contre la paroi en verre.

3. Verser délicatement 2mL de solution de saccharose a 45 % dans
chacun des 3 tubes. Pour cela, tenir le tube a 45° et faire couler
doucement le liquide contre la paroi en verre. Cette solution doit rester
au-dessus de la précédente. Il ne faut surtout pas les mélanger

4. Verser délicatement 2mL de solution de saccharose a 25 % dans
chacun des 3 tubes. Pour cela, tenir le tube a 45° et faire couler
doucement le liquide contre la paroi en verre. Cette solution doit rester
au-dessus de la précédente. Il ne faut surtout pas les mélanger.

5. Verser délicatement 2mL de solution de saccharose a 0 % dans chacun
des 3 tubes. Pour cela, tenir le tube a 45° et faire couler doucement le
liquide contre la paroi en verre

B. Déposer les échantillons sur le grandient de saccharose

1. Ajouter délicatement dans le tube n°1, 0,5mL de solution bleue
= tube témoin « ADN 15N ».

2. Ajouter délicatement dans le tube n°2, 0,5mL de solution rouge
= tube témoin« ADN 14N ».

3. Ajouter délicatement dans le tube n°3, 0,5mL de solution jaune
= tube « ADN 1R».

ATTENTION :
Cette manipulation exige beaucoup de délicatesse.
- Tenir le tube droit et déposer les solutions goutte a goutte
- Achaque dépdt, placer I'extrémité de la pipette juste au-dessus de la surface
- Les solutions doivent étre froides pour que les colorants forment une bande
nette.

-

3 Appelez le professeur pour vérification
C. Identifier le mode de réplication de ’ADN

4. A partir du résultat, déterminer si une ou plusieurs hypothéses
peuvent étre validées ou invalidées.

5. A partir du résultat au bureau du professeur, déterminer si une ou
plusieurs hypothéses peuvent étre validées ou invalidées.

T Appelez le professeur pour vérification




Etape 2 : Mettre en ceuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables
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Photographie des résultats obtenus aprés une génération
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Etape 2 : Mettre en ceuvre un protocole de résolution pour obtenir des résultats exploitables
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Etape 3 : Présenter les résultats pour les communiquer

Compléter le tableau n°2 :

- Schématisation des résultats attendus pour chaque hypothese (avec le code
couleur imposé lors de I’étape 1)

- ldentification des proportions d’ADN lourd et d'ADN léger pour chaque étape et
chaque hypothese

- Validation ou réfutation des hypotheses grace aux résultats des expériences
obtenus + Celles du professeur



Etape 3 : Présenter des résultats pour les communiquer

NB : Dans les dessins que

Principe de I'expérience de Meselson et Stahl : Des bactéries sont cultivées sur un milieu ne contenant que de I'azote vous ferez dans le tableau,
lourd (5N, sachant que I'azote « naturel » est léger : 14N). Leur ADN est donc composé avec des atomes d’azote lourd. LADN lourd sera représenté
Ces bactéries sont ensuite placées sur un milieu ne contenant que de I'azote léger #N. L’ADN maintenant synthétisé sera en bleu tandis que LADN léger
donc constitué d’azote N, le seul présent dans le milieu. Les divisions des bactéries sont synchronisées. sera représenté en rouge
ADN extralt_dfa Tran,s_f CHCES On extrait 'ADN des bactéries aprés les 1¢re et 2nde réplications : ;
Nom des bactéries cultivées bactene; : dans Schématisez les tubes des résultats attendus pour chaque hypothése Hypo'ghese
hypothéses dans 'azote lourd un milieu validée ou
contenant de réfutée
Génération 0 l'azote léger Génération 1 Génération 2

Proportions 100% d’ADN lourd

. 2nde

ere

oot réplication
rép |cat|on’ dans I'azote

dans l'azote léger leger

Proportions 100% d’ADN lourd

Proportions 100% d’ADN Ilourd

Tableau n°2 des résultats réels de I’expérience de Meselson et Stahl aprés deux générations de réplication




ADN extrait de

Transfert des

On extrait ’ADN des bactéries aprés les 1¢re et 2nde réplications :

bactéries cultivées bactéries dans . . » . Hypothese
hNocs?hc‘ejEZs e PGB e i AR Schématisez les tubes des résultats attendus pour chaque hypothése el e
yp contenant de réfutée
Génération 0 I'azote leger Génération 1 Génération 2
(3
e N 4
Semi o
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M - 1
& @
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¥ - 1 N - 4
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> L
& -
Proportions |~ 100% d’ADN lourd 100% ADN intermédiaire 100% ADN intermédiaire
N
Conservatif R SR
Proportions 100% d’ADN lourd 50% ADN lourd + 50% ADN léger 75% ADN lourd + 25% ADN léger

Tableau n°2 des résultats réels de I’expérience de Meselson et Stahl aprés deux

énérations de réplication




ADN extrait de

Transfert des

On extrait ’ADN des bactéries aprés les 1¢re et 2nde réplications :

bactéries cultivées bactéries dans , . N R Hypothése
hNocs?hc‘ejEZs e PGB e i AR Schématisez les tubes des résultats attendus pour chaque hypothése el e
yp contenant de réfutée
Génération 0 I'azote leger Génération 1 Génération 2
- (3
e h 4
i ¥ - 1
Semi _ Validée
conservatif
N - 91 N - '1
& @ @
Proportions 100% d’ADN lourd 100% ADN intermédiaire 50% ADN intermédiaire + 50% ADN léger
M - 1 N - 4 N .- 4
1ere 2nde
. . N e o e réplication T
Dispersif réplication o ot Réfutée
dans l'azote léger 16
N—/
Proportions |~ 100% d’ADN lourd 100% ADN intermédiaire 100% ADN intermédiaire
)
- -
- ™~
Conservatif R L ] Réfutée
Proportions 100% d’ADN lourd 50% ADN lourd + 50% ADN léger 75% ADN lourd + 25% ADN léger

Tableau n°2 des résultats réels de I'expérience de Meselson et Stahl aprés deux générations de réplication
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Etape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au probleme

Exploiter les résultats obtenus pour expliquer sous la forme d’'un texte comment
se déroule la replication de 'ADN.

Texte :

Je vois que ....

Je sais que ....
J'en deduis que ....




Etape 4 : Exploiter les résultats obtenus pour répondre au probleme

Exploiter les résultats obtenus pour expliquer sous la forme d’'un texte comment
se déroule la replication de 'ADN.

Je vois que dans le tube correspondant a la génération 1, il y a une seule
bande d’ADN intermédiaire, et dans le tube correspondant a la génération 2,
il y a deux bandes : une intermédiaire et une légére.

Je sais que d’apres le tableau n°2, seul le modele de réplication semi-
conservatif prévoit ces résultats, tandis que les modeles conservatif et
dispersif sont réfuteés.

J’en déduis que la réplication de ’'ADN est semi-conservative, c’est-a-dire
gue chague molécule d’ADN formée conserve un brin parental et synthétise
un nouveau brin.
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