La réplication de I’ADN et la mitose

Rappel des différentes phases du cycle cellulaire et aspect des chromosomes

Le cycle cellulaire est constitué de trois étapes
principales :
- l'interphase ;
- la mitose (prophase, métaphase, anaphase, télo-
phase) ;
- la cytodiérése, qui aboutit a la formation de
deux cellules distinctes.
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Cytodiérese : obtention de deux cellules identiques ayant
la méme quantité de matériel génétique (ici, 2 n=8) etla
méme quantité d’ADN. Chaque cellule retourne en
interphase G,.
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Evolution comparée des chromosomes (ici 2 n = 8) et de la quantité d’ADN
d’'une cellule de méristéme d'apex racinaire au cours d'un cycle cellulaire (les
durées sont indicatives).



Réalisation de préparations microscopiques de mitose

(d’apres http://www.didier-pol.net/3mitose.htm)

La mitose ou division cellulaire est un mode de reproduction asexuée des cellules eucaryotes permettant
leur multiplication. Elle conduit, a partir d'une cellule mere, a la formation de deux cellules filles identiques
génétiquement, entre elles et avec la cellule meére, car au cours de ce processus, les chromosomes de la
cellule mére sont dupliqués et répartis également entre les cellules filles. Chez les organismes pluricellu-
laires, c'est le principal facteur responsable de la croissance des tissus.

Pour observer aisément les différentes phases de la mitose et les chromosomes, il est préférable d'utiliser
de jeunes organes en croissance dans lesquels les mitoses sont nombreuses. En outre, les cellules végétales
étant généralement plus grosses que les cellules animales et donc plus faciles a observer au microscope et
|'utilisation d'organes végétaux ne soulevant pas de problemes éthiques, il est aussi préférable d'utiliser
des organes végétaux. Un matériel biologique particulierement adapté, facile a obtenir et peu coliteux est
constitué par les jeunes racines obtenues a la base de bulbes de diverses plantes (ail, oignon, échalote,
jacinthe).

Préparation

Pour obtenir le développement des racines en quelques jours (généralement 2 a 5 jours), il suffit de placer
les bulbes quelques jours avant la manipulation sur un récipient rempli d'eau de fagon a ce que le plateau
du bulbe (sa base) baigne dans I'eau. Pour maintenir un niveau d'eau suffisant en dépit de |’évaporation, il
suffit de rajouter chaque jour un peu d'eau dans les flacons. La croissance des racines est rapide, de I'ordre
de quelques mm par jour. Elle résulte des mitoses qui se produisent dans le méristéme racinaire, zone de
croissance située dans la zone sub-apicale de la racine.

Le méristéme forme une petite tache vi-
sible a I'ceil nu, proche de I'extrémité des
racines. C'est la région qu'il convient de
prélever pour réaliser la préparation.



http://www.didier-pol.net/3mitose.htm

Protocole

1. Prélever avec des ciseaux une jeune racine en croissance sur un bulbe. Couper le segment terminal
a 5 mm de l'extrémité et le déposer sur une lame porte-objet. On doit observer prés de I'extrémité le
méristéme qui forme une petite tache.

2. Recouvrir I'échantillon d'acide chlorhydrique a 1 mol.L1. Laisser agir 5 minutes pendant lesquelles
I'acide hydrolyse le ciment pectique qui relie les parois cellulaires. Ceci facilitera ensuite la dissociation

des cellules.

3. Enlever l'acide avec un essuie tout utilisé comme papier buvard en faisant attention de ne pas coller

I’échantillon sur le papier.

4. Recouvrir I'échantillon d'une solution d'orcéine et laisser agir pendant 20 minutes.

5. Eliminer le colorant avec un essuie tout en faisant attention de ne pas entrainer I'échantillon.

6. Recouvrir d'une goutte d'acide acétique a 45 % et poser une lamelle couvre-obijet.

7. Appuyer doucement sur la lamelle (attention, fragile !) pour aplatir I'échantillon de facon a former une
couche monocellulaire en déplacant [égérement la lamelle tout en appuyant pour provoquer la disso-

ciation des cellules.

Résultats

L'identification des figures de mi-
tose nécessite d'explorer soigneu-
sement I'ensemble de la prépara-
tion car les cellules sont disso-
ciées a la suite des traitements su-
bis et le nombre de cellules en di-
vision par rapport au nombre total
de cellules est faible.

Les clichés ci-dessous ont été ré-
alisés avec un grossissement du
microscope x 400 et un zoom nu-
mérique X 2.

lIs présentent dans I'ordre chrono-
logiqgue du déroulement les
phases caractéristiques de la mi-
tose, prophase, métaphase, ana-
phase, télophase. La plupart des
clichés montrent aussi des cel-
lules en interphase.
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Protocole de I'expérience de Taylor (1957) :

La Jacinthe romaine (Bellevalia romana) est une plante dont les cellules se divisent & intervalles régu-
liers. De jeunes racines en croissance sont cultivées sur un milieu contenant de la thymine radioactive
pendant tout I'intervalle de temps qui sépare deux mitoses successives (interphase). Les racines sont
alors lavées puis placées dans un milieu contenant de la thymine non radioactive et enfin traitées a la
colchicine (qui blogue les mitoses en métaphase) aprés 1, 2 ou 3 cycles cellulaires. Dans chaque cas
on réalise une autoradiographie ou la thymine radioactive est localisable par des points noirs.

L’autoradiographie est une technique de laboratoire permettant de localiser des molécules sur une pré-
paration microscopique. Les cellules sont ici cultivées en présence d'un nucléotide (par exemple la
thymine) ou des atomes d’hydrogéne sont radioactifs. Les cellules incorporent ce substrat a leurs
propres molécules d’ADN qui deviennent alors radioactives, on dit qu’elles sont marquées.

Avant chacun des clichés 1, 2 et 3, les cellules sont lavées de maniére a éliminer toute trace de nucléo-
tide radioactif non incorporé a une molécule d’ADN.

On réalise enfin une préparation microscopique que I'on dispose sur un film photographique argentique.
Celui-ci est impressionné par le rayonnement radioactif. Aprés développement du film on observe des
points noirs sur les clichés aux endroits ou se trouvent les thymines marquées sur les molécules d’ADN.
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Expérience de Meselson et Stahl (1958)
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Principe et résultats de ’expérience. Les bactéries sont cultivées pendant de nombreux cycles dans un milieu enrichi en
azote lourd (™N) puis transférées dans un milieu enrichi en azote léger ("N). A chaque réplication, I'azote, qu'il soit lourd ou léger,
s'incorpore 3 I’ADN bactérien. Un échantillon de chaque culture est prélevé, puis I'ADN bactérien est extrait, placé dans un tube et
centrifugé. Cela permet d’évaluer la proportion d’ADN «lourd» (avec "°N), «léger» (avec "N) ou «mixte» (avec N et ™N): sous l'effet de

la centrifugation, I’ADN forme une bande qui est localisée dautant plus prés du fond du tube que la molécule est lourde.

MESELSON MATTHEW (1930-)

Biologiste américain né le 24 mai 1930 a Denver (Colorado). Aprés avoir obtenu en
1957 son doctorat és sciences au California Institute of Technology, il est nommé en
1960 professeur de biologie & Harvard. En 1968, il est élu a I'Académie des sciences
des Etats-Unis.

Matthew Meselson est surtout connu pour les expériences qu'il effectue avec Franklin
W. Stahl a partir de 1958. Dées 1964, Meselson et Stahl s'attachent a vérifier les prédic-
tions du modeéle élaboré par Watson et Crick en 1953 pour rendre compte du méca-
nisme de réplication de l'acide désoxyribonucléique (ADN). A I'époque, une question
majeure se posait : comment les deux brins complémentaires de I'ADN sont-ils distri-
bués dans les bactéries filles ?

FRANKLIN WILLIAM STAHL (1929-)

En 1951, il recut son bachelor a Harvard University. Par la suite, Stahl part entre-
prendre d'autres études a l'université de Rochester pour obtenir son dipléme. A
peine aprés avoir fini son doctorat, Stahl poursuit un cours de Biologie Moléculaire
a woods hole. C'est la que Stahl et Meselson se rencontrérent.

En 1957, nos deux fervents scientifiques élaborérent la technique de centrifugation.
En effet, c'est grace a cette technique qu'ils ont pu prouver le mode de réplication
bien défini de I'ADN. C'est un an apres, en 1958, que l'article de Meselson et Stahl
parut.




Laréplication de la molécule d’ADN

nouveau brin

‘molécule parentale

ancien brin 6 4

c
¢ I cncmcrﬁ
</

ADN polymérase

Photographie d'un ceil de réplication (MET). Les fleches indiquent des "fourches" de réplication, autrement dit
la position des complexes enzymatiques nommeés "ADN polymérase".
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